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2. Rövidítések jegyzéke 
 
ACTH  adrenocorticotrop hormon 
ANOVA analysis of variance (varianciaanalízis) 
ARC  nucleus arcuatus 
ARNTL aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 
bHLH  basic helix-loop-helix 
BMAL1 brain and muscle arnt-like protein-1 
BSA  bovine serum albumin 
cAMP  ciklikus adenozin monofoszfát 
CAR  CXCL12-abundant reticular  
ccg  clock controlled gene (óra által kontrollált gén) 
CCL  chemokine (C-C motif) ligand 
CCND1 cyclin D1 
Cdk  ciklin-dependens kináz 
cDNS  komplementer dezoxi-ribonukleinsav 
CGD  chronic granulomatous disease (krónikus granulomatózus betegség) 
CIP  calf intestinal phosphatase 
CIRP  cold inducible RNA-binding protein 
CK  casein kinase 
CLOCK circadian locomotor output cycles kaput 
CMP  common myeloid progenitor 
CR  complement receptor 
CRE  clock responsive elements (óra-reszponzív elemek) 
CREB  cAMP response element-binding protein 
CRH  corticotropin releasing hormon 
CRY  CRYPTOCHROM 
CT  circadian time (cirkadián idő) 
CXCL  chemokine (C-X-C motif) ligand 
DBP  D site of albumin promoter binding protein 
DEC  differentiated embryo chondrocyte protein 





DNáz  dezoxi-ribonukleáz 
DNS  dezoxi-ribonukleinsav 
dNTP  dezoxi-ribonukleotid trifoszfát 
dSPZ  dorsalis subparaventricularis zóna 
E-box  Enhancer-box 
ECL  enhanced chemiluminescence (megnövelt kemilumineszcencia) 
EDTA  etilén-diamin-tetraecetsav 
Fab  fragment antigen binding (antitest antigén-kötő régiója) 
FASPS familiar advanced sleep phase syndrome  
FBS  fetal bovin serum (magzati borjúszérum) 
Fc   fragment constant (antitest konstans régiója) 
FcR  Fc receptor 
fMLP  N-formil-metionin-leucin-fenilalanin 
FRP  free running period (szabadon futó ritmus) 
GAPDH glicerin-aldehid-foszfát dehidrogenáz 
G-CFU granulocyte colony forming unit 
G-CSF  granulocyte colony stimulating factor 
GFP  green fluorescent protein 
GH  growth hormon 
GMP  granulocyte-monocyte progenitor 
GRE  glucocorticoid responsive element 
GSK  glycogen synthase kinase 
HBSS  Hank’s Balanced Salt Solution 
HEPES (2-hidroxietil) piperazin-1-etánszulfonsav 
HLF  hepatic leukemia factor 
HRP  horseradish peroxidase (tormaperoxidáz) 
HSC  hematopoietic stem cell 
HSF1  heat shock factor 1 
HSP  heat shock protein 
Ig  immunglobulin 




Itga6  Integrin alpha-6 
IκB  inhibitor κB 
KO  knockout 
LFA  Lymphocyte function-associated antigen 
LHA  lateralis hipothalamus 
LHx2  LIM/homeobox protein 2 
LPS  lipopoliszacharid 
LTB4  Leukotriene B4 
MCH  melaninkoncentráló hormon 
MCP-1/JE monocyte chemoattractant protein-1  
MCTQ Munich Chronotype Questionnaire 
Mdm2  mouse double minute 2 homolog 
MEQ  Morningness Eveningness Questionnaire 
MOP3  morphine preference 3 
MOPS  3-N-morforlin-propánszulfonsav 
MPO  mieloperoxidáz 
MPOR  medialis praeopticus régió 
mRNS  messenger RNS 
MSF  middle-sleep on free days (alvási középidő szabadnapokon) 
MT  melatonin receptor 
NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát 
NET  Neutrophil Extracellular Trap 
NF-κB  nukleáris faktor-kappaB 
NO  nitrogén monoxid 
NOD   nucleotid-binding oligomerization domain  
NPAS2 neuronal PAS domain protein 2 
NREM non rapid eye movement 
PACAP pituitary adenylate cyclase-activating peptide 
PAMP  pathogen associated molecular pattern  
PAS  Period-Arnt-Single-minded 
PBS  phosphate buffered saline  




PER  PERIOD 
PKA  protein kinase A 
PMN  polymorphonuclear neutrophil 
PMSF  fenilmetánszulfonil-fluorid 
PRL  prolaktin 
PRR  pattern recognition receptor  
PVHd  dorsalis parvicellularis paraventricularis mag 
PVHm  medialis parvicellularis paraventricularis mag 
Q10  hőmérsékleti együttható 
RA  rheumatoid arthritis 
rcf  relative centrifugal force 
REM  rapid eye movement 
RHT  retinohypothalamic tract 
RNS  ribonukleinsav 
ROI  region of interest 
ROR  retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor 
RORE  retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor responsive element 
ROS  reactive oxygen species 
rpm  revolutions per minute (fordulat/perc) 
RQ  relative quantification 
rRNS  riboszomális RNS 
RT   reverz-transzkriptáz  
SCN  nucleus suprachiasmaticus 
SD  standard deviáció 
SDS  nátrium-dodecil-szulfát 
SDS-PAGE nátrium-dodecil-szulfát poliakrilamid gélelektroforézis 
SEM  standard error of mean  
SIM  single minded 
SJL  szociális jetlag 
SLex  sialyl Lewis X 
SOD  szuperoxid-dizmutáz 




SSC  side scattering 
TBS  Tris-buffered saline 
Tcf4  Transcription factor 4 
TCR  T-cell receptor (T-sejt receptor) 
TEMED tetrametil-etilén-diamin 
TF  teljes fehérjemennyiség 
TLR  toll-like receptor 
TNFα  tumor necrosis factor α 
TRH  TSH releasing hormon 
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1 
VIP  vazoaktív intesztinális peptid 
VLA-4 Very Late Antigen-4 
VLPO  ventrolateralis praeopticus mag 
VMH  ventromedialis mag 
vSPZ  ventralis subparaventricularis zóna 
WT  wild type (vad típus) 






 A Föld tengely körüli forgásának eredménye az egyes környezeti tényezők 24 
órás ciklusokban jelentkező váltakozása. Az evolúció során számos olyan adaptációs 
mechanizmus alakult ki, mely a szervezet külső környezethez való alkalmazkodását 
segíti elő. A cirkadián óraműködés egy belső időmérő rendszer, mely lehetővé teszi a 
szervezet számára, hogy előre felkészüljön a napi ingadozást mutató környezeti 
tényezők változására, ezáltal segíti az adaptációt. Ez az adaptációs képesség már a 
törzsfejlődés korai szakaszában megjelent: a cirkadián óra működését 
cianobaktériumokban [1-3], algákban [4], gombákban [5, 6], növényekben [7, 8], 
rovarokban [9, 10] és emlősökben [11, 12] is leírták.  
 
3.1.  A cirkadián ritmus jellemzői 
 
Számos életfolyamatra jellemző, hogy ritmusos működést mutat. Azonban a 
biológiai ritmusok periódushosszuk és szabályozásuk szempontjából is sokfélék 
lehetnek. A cirkadián (circa diem = körülbelül egy nap) ritmusok periódushossza 
megközelítőleg 24 óra. Ha egy ritmikus folyamat periódushossza ennél rövidebb, 
ultradián (ultra diem = egy napnál kevesebb) ritmusról beszélünk. Ilyen például az alvás 
REM és NREM fázisainak váltakozása [13, 14], a különböző hormonok pulzatil jellegű 
szekréciója [15, 16], vagy a légzési ritmus és a szívritmus. Infradián (infra diem = több 
mint egy nap) ritmus esetében a periódus hosszabb, mint 24 óra. Jellemző példa a 
főemlősök menstruációs ciklusa. Ezek mellett lényegesen hosszabb periódushosszú 
ritmusokat is találunk az élővilágban: ezek az úgynevezett cirkannuális (circa anno = 
körülbelül egy év) ritmusok, melyek évente ismétlődnek, mint például a növények 
virágzási ciklusa vagy az állatok párzási és vándorlási időszaka. 




A 24 órához közeli periódushossz mellett további kritériumok teljesülése is 
szükséges, hogy egy ritmusos működést cirkadiánnak nevezhessünk: 
1. Lényeges, hogy a cirkadián ritmus állandó körülmények között, környezeti 
hatások (pl. fény-sötétség váltakozás, külső hőmérséklet ingadozás) nélkül is 
fennmarad. Ebben az esetben szabadon futó ritmusról beszélünk, ahol a 
periódushossz kis mértékben eltérhet a 24 órától (free running period = FRP). 
Például állandó fényviszonyok között a legtöbb ember aktivitásának ritmusa 
körülbelül 25 órás periódushosszú [17]. Elsősorban ez a tulajdonság 
különbözteti meg a cirkadián ritmust a többi 24 órás periódushosszú (nappal 
aktív életmód esetén diurnális, éjszaka aktív életmód esetén nokturnális) 
ritmustól, melyeknél az oszcillációt a fény- és hőmérsékletváltozások hozzák 
létre, és ezen hatások megszűnése a ritmusos működés megszűnését vonja maga 
után. 
2. Jellemző továbbá, hogy a cirkadián ritmusok működését különböző külső 
környezeti stimulusok (úgynevezett Zeitgeberek), mint például a fény, a 
hőmérséklet, vagy a tápanyagellátás átállíthatják. A beállítás során a ritmus 
időzítése szinkronba kerül a környezettel, ezt a folyamatot nevezzük 
entrainment-nek.  Az emlősöknél a ritmus fő Zeitgebere a fény. 
3. A cirkadián ritmusokat emellett hőmérséklet-kompenzáció jellemzi. Ez azt 
jelenti, hogy míg más biokémiai folyamatok sebessége megnő a hőmérséklet 
emelkedésekor, jellemzően 10oC-onként 2-3-szorosára (Q10 érték ~2,5), a 
ritmus periódushossza széles hőmérséklettartományban változatlan marad, azaz 
Q10 értéke alacsony, jellemzően 0,8-1,2 közötti [18]. A ritmus hőmérséklet 
kompenzáltsága természetesen az emlősök esetében is fontos. Bár a folyamatok 
többsége stabil, néhány tized Celsius-foknyi ingadozást mutató körülmények 
között zajlik, például a végtagok és különösen a bőr esetében nagyobb 





A ritmus jellemző paramétereit (1. ábra) a következőképpen definiálhatjuk: 
 
1. Periódushossz: a ritmusos paraméter két egymást követő maximum vagy 
minimum értékének időbeli távolsága, jele: . 
2. Amplitúdó: a ritmusos paraméter minimum és maximum értéke közötti 
különbség. 
3. Fázis: a ritmus perióduson belüli aktuális lefutása, jele Általában a ritmusos 
paraméter egy jellegzetes pontjához (például maximumához=akrofázis) tartozó 
időponttal jellemezzük. 
4. Zeitgeber time (ZT): az utolsó Zeitgeber megjelenése óta eltelt idő. Mivel 
emlősök esetében a legfőbb Zeitgeber a fény, ezért ZT0-val a fényszakasz 
kezdetét szokás jelölni.  
5. Circadian time (CT): a szabadon futó ritmus esetében CT0-val jelöljük az 




A ritmust jellemző paraméterek. 




3.2. A molekuláris óra általános szerkezete 
 
Az alapvető időmérő folyamat minden élőlényben hasonló elv szerint működik, 
alapja egy transzkripciós/transzlációs negatív visszacsatolási hurok, a molekuláris 
oszcillátor (2. ábra) [20]. Egy pozitív faktor, mint transzkripciós faktor, indukálja a 
negatív faktor kifejeződését, mely, ha kellően magas koncentrációban van jelen a 
sejtmagban, gátolja a pozitív faktor további működését, ezáltal pedig saját maga 
kifejeződését. A negatív faktorok érése és lebomlása után a pozitív faktor felszabadul a 
gátlás alól és egy újabb ciklus veszi kezdetét. Ennek eredményeként az 
órakomponensek kifejeződése ritmusos. A körülbelül 24 óra alatt zajló ciklus 
létrejöttének fontos feltételei a folyamatsorba beépített késleltetési mechanizmusok. 
Ilyenek például a transzkripció és a transzláció közötti időkülönbség, vagy az 
órakomponensek poszttranszlációs módosulásai, melyek befolyásolják az óra elemeinek 
sejten belüli elhelyezkedését, aktivitását és lebomlását egyaránt.  
Az óra bemeneti oldala minden olyan struktúra (pl. sejt, transzmitter, receptor), 
ami a különböző Zeitgeberek hatását közvetíti a molekuláris oszcillátor felé. Tehát ha 
ezen struktúrák működése nem megfelelő, a Zeitgeber nem tudja a molekuláris 
oszcillátor működését befolyásolni. Az óra kimeneti oldalához az oszcillátor által 
befolyásolt, így ritmikus működést mutató különböző biokémiai és élettani folyamatok 




A molekuláris óra elemei és vázlatos szerkezete  
A bemeneti elemek közvetítik a Zeitgeberek hatását a molekuláris oszcillátor felé, míg a kimeneti 
komponensek az oszcillátor által létrehozott biokémiai és élettani folyamatok (CRE=Clock Responsive 




3.3. Az emlős molekuláris oszcillátor működése 
 
Az emlős molekuláris óra működésében a pozitív faktor szerepét a CLOCK és 
BMAL1 (ARNTL1, MOP3) transzkripciós faktorok alkotta komplex tölti be, míg az 
oszcillátor működésének negatív szabályozói a CRYPTOCHROME (CRY1, CRY2) és 
PERIOD (PER1, PER2, PER3) fehérjékből álló heterodimerek [21, 22]. Bizonyos 
szövetekben a CLOCK fehérje funkcióját a NPAS2 (Neuronal PAS domain protein 2) 
helyettesítheti [23-25]. A BMAL1 és CLOCK/NPAS2 fehérjék a bázikus hélix-hurok-
hélix (bHLH)-PER-ARNT-SIM (PAS) domént tartalmazó transzkripciós faktorok 
családjába tartoznak. Ezek a transzkripciós faktorok szerkezetükből adódóan csak dimer 
formában képesek DNS-t kötni. Működésük során a célgének promóterének E-box 
(Enhancer-box) motívumához (leggyakrabban 3'-CACGTG-5') kötődnek, így aktiválva 
az óragének transzkripcióját. A transzkripciót és a fehérjeszintézist követően a PER és a 
CRY a citoplazmában heterodimert képeznek, majd a magba jutva közvetlen 
kölcsönhatás révén gátolják a BMAL1-CLOCK/NPAS2 komplex DNS-hez kötődését, 
ezáltal saját transzkripciójukat. Emellett több másik szabályozó visszacsatolás is 
működik: a pozitív faktor komplex serkenti különböző magreceptorok, mint a REV-
ERB (REV-ERB) vagy ROR (retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor, 
ROR) fehérjék kifejeződését. Ezek a ROR/REV-ERB kötő RORE (retinoic acid-
related orphan receptor responsive element) motívumokon keresztül közvetlenül hatnak 
vissza a Bmal1 expresszióra, a REV-ERB gátló [26], a ROR serkentő [27-29] módon. 
Ennek következtében a BMAL1 fehérje szintje antifázisban ingadozik a PER 
fehérjékhez képest [26, 30]. A BMAL1-CLOCK transzkripciós faktor komplex ilyen 
módon létrejövő oszcilláló aktivitása közvetetten vagy közvetve számos gén ritmikus 
kifejeződését is vezérli, ezek az úgynevezett ccg-k (clock controlled genes=óra által 
kontrollált gének) (3. ábra). Microarray adatok alapján az egyes szövetekben körülbelül 
a gének 10%-ának expresszióját irányítja a cirkadián órarendszer [31, 32]. Az idáig 
bemutatott faktorok az eddig vizsgált sejttípusok esetében esszenciálisnak bizonyultak 
az óraműködés szempontjából. 
Ugyanakkor a molekuláris oszcillátor működésének finomhangolásában további 
visszacsatolásos mechanizmusok is szerepet kapnak, melyek jelentőségét elsősorban 




Ilyen folyamatban vesz részt például a DBP (albumin D-site-binding protein) 
transzkripciós faktor, mely a Per1 transzkripció aktiválásán keresztül alapvető a 
periódushossz beállításában [33, 34]. Emellett a HLF (hepatic leukemia factor), a DEC1 
(differentiated embryo chondrocyte protein) és a DEC2 fehérjék aktivitása is visszahat 
az óraműködésre, egyrészt a BMAL1 direkt gátlásával, másrészt a kompetitív E-box 




Az emlős molekuláris oszcillátor működése.  
A CLOCK és BMAL1 fehérjék komplexe a célgének promóterének E-box motívumához kötődik, így 
aktiválva az óragének és különböző ccg-k  transzkripcióját. Az oszcillátor negatív komponensei a PER és 
a CRY fehérjék. Amennyiben a PER-CRY heterodimer kellően magas koncentrációt ér el a magban, 
gátolja a CLOCK-BMAL1 aktivitását. Az órakomponensek szabályozásában a kazein kinázok (CK 
szerepe is esszenciális, befolyásolják az órakomponensek sejten belüli lokalizációját és lebomlását is. A 
CLOCK-BMAL1 serkenti egyes magreceptorok, a REV-ERB és a ROR kifejeződését is, amelyek viszont 
a BMAL1 expresszióra hatnak vissza: a REV-ERB gátló, a ROR serkentő módon (ábra: [42] a szerző 




Az órafehérjék poszttranszlációs módosulásai a fehérjék stabilitását és sejten belüli 
lokalizációját alapvetően befolyásoló tényezők, így a ritmus amplitúdójára és 
periódushosszára egyaránt hatással vannak. Emiatt különböző kinázok (pl. kazein kináz 
(CK) , glikogén szintáz kináz (GSK) 3) [43-45] és foszfatázok (pl. protein foszfatáz 
1 és 5) [46, 47] is fontos komponensei a molekuláris órának. A legtöbbet a PER fehérjék 
foszforilációjának szerepéről tudunk: a CK1 és működése központi szerepet tölt be a 
cirkadián ritmus periódushosszának és fázisának beállításában. A foszforiláció 
szabályozza a fehérje sejtmagba történő transzportját, a többi órafehérjével való 
kölcsönhatását, illetve a fehérje stabilitását és lebomlásának sebességét egyaránt [48-
51]. A BMAL1 aktivitásának és sejten belüli lokalizációjának fontos szabályozója a 
CK2 és GSK3 általi foszforiláció [45, 52, 53]. A kinázokon és foszfatázokon kívül 
más enzimek is részt vesznek az óraműködés szabályozásában, például a fehérjék 
acetilációján és sumoilációján keresztül [44, 54-56]. Emellett az E3 ubiquitin-ligáz 
komplexek szerepe is esszenciális, mivel működésük szintén meghatározó az 
órafehérjék stabilitásának és lebontásának időzítése szempontjából [57-61]. 
A molekuláris óra működésében egyre nyilvánvalóbb a mikroRNS-ek moduláló 
hatása [62]. Szerepüket már leírták többek között a Bmal1 [63-65], a Per1/2 [66-68], 
valamint a Clock [69] expresszió gátlásában is. A mikroRNS-ek szövetspecifikus 
óraműködést befolyásoló hatására utal, hogy SCN specifikus Dicer hiányos egérben a 
cirkadián periódushossz ~2 órával csökkent [66], míg hepatocitákban a Dicer hiánya 
nem okoz periódushossz változást [67]. Emellett az óra maga is hat mikroRNS-ek 
kifejeződésére, és így a transzláció szabályozásán keresztül is befolyásolhatja egyes 
fehérjék expresszióját [70, 71].  
A fent ismertetett folyamatok eredményeként az egyes sejtekben zajló biokémiai 
és génexpressziós folyamatok jelentős része napi ingadozást mutat, ami szervezeti 




3.4. A cirkadián óraműködés hierarchikus szerveződése 
 
Az emlősök minden eddig vizsgált magvas sejtjében expresszálódnak óragének 
[39, 72], valamint a cirkadián vizsgálatokban mára már elterjedt riporter rendszereket 
használva a különböző szervekben és szövetekben is kimutatható volt a molekuláris óra 
működése [73]. Az 1970-es években patkányokon végzett kísérletek világítottak rá 
először a ventralis hypothalamusban található nucleus suprachiasmaticus (SCN) 
szerepének fontosságára a cirkadián ritmus létrehozásában. Az SCN roncsolása számos 
ritmusos élettani működés (pl. alvás/ébrenlét, kortikoszteron szekréció) oszcillációjának 
megszűnéséhez vezet [74-78]. Az SCN-ben működő oszcillátort nevezzük központi 
órának („master clock”). A központi óra sejtjei bár egyenként is képesek a 
ritmusgenerálásra [79], fiziológiás körülmények mellett az SCN funkcionális 
egységként működik. A sejtek óraműködésének összehangolásában mind idegi, mind 
parakrin faktorok (pl. VIP, PACAP) fontos szerepet játszanak [80-82]. Az emlősök 
esetében a legfontosabb Zeitgeber a fény. A retina speciális melanopszint tartalmazó 
ganglionsejtjei az általános megvilágításra érzékenyek. Az ezekből a ganglionokból 
érkező jel a vizuális ingereket továbbító idegpályáktól függetlenül működő [83] tractus 
retinohypothalamicus-on (RHT) keresztül éri el az SCN-t. A jeltovábbítás glutamáterg 
útvonalon történik, és a posztszinaptikus SCN neuronban CREB (cAMP response 
element-binding) fehérje aktivációján keresztül növekszik a Per1 és a Per2 gének 
expressziója. Ez a mechanizmusa a molekuláris óra fény hatására történő 
fázisváltozásának [84, 85]. Emellett a jelátvitel szabályozásában, a glutamát 
felszabadulás modulálásán keresztül, a substance P-nek és a PACAP-nak (pituitary 
adenylate cyclase-activating peptide) is szerepe van [86, 87]. Az SCN által generált 
ritmus állandó környezeti körülmények között (állandó sötétben) 24 órától kis 
mértékben eltérő. A fényen keresztüli entrainment nap mint nap szinkronba hozza a 
sejtben működő oszcillátort a geofizikai idővel. A SCN összeköttetéseit és főbb élettani 






A nucleus suprachiasmaticus összeköttetései.  
A) a hőszabályozás szempontjából fontos összeköttetések, B) a melatonin és kortizolszekréció 
szabályozása, C) az alvás/ébrenlét és táplálékfelvétel szabályozásában részt vevő összeköttetések (ábra: 




Egereken tett megfigyelések tanúsága szerint különböző perifériás szövetek (pl. 
máj, vázizom) Per expressziójának fázisa néhány órás késést mutat az SCN-ben 
detektálthoz képest [89]. Ez is azt a feltevést támasztja alá, miszerint a perifériás 
sejteket az SCN működése hozza azonos fázisba. Ma már egyértelmű, hogy az SCN 
képes a perifériás sejtekben és szövetekben működő molekuláris órákat direkt (pl. egy 
másik központi idegrendszeri struktúrához közvetlenül kapcsolódva), vagy indirekt 
módon szinkronizálni [73, 90-96]. Az indirekt hatásra több példa is ismert, 
megvalósulhat például különböző hormonok (pl. kortizol, melatonin) közvetítésével, a 
táplálékfelvétel, vagy akár a testhőmérséklet napi ingadozásának szabályozásán 
keresztül [97, 98]. Bár a molekuláris oszcillátor felépítése gyakorlatilag megegyező a 
központi és a perifériás órák esetében, mégis számos adat fontos különbségekre utal a 
működés szempontjából [98]. Például az SCN-ben a CLOCK fehérje szerepét az 
NPAS2 teljes egészében helyettesíteni képes [23, 24, 99], emellett a ROR specifikusan 
csak neuronokban fejeződik ki [100]. A BMAL1 központi faktor génjének kiütése a 
központi órában a Per1 és a Per2 gének konstans, és rendkívül alacsony mértékű 
expresszióját vonja maga után [101]. Ezzel szemben például hepatocitákban a BMAL1 
hiányában mindkét negatív faktor kifejeződése ritmusos marad [23, 94, 102]. Ez felveti 
a lehetőségét, hogy a hepatocitákban az oszcilláció létrejöttéért más, szisztémás hatások 
által vezérelt transzkripciós faktorok lehetnek felelősek. Fontos különbség a központi és 
a perifériás órák működése között a szinkronizálhatóságuk. A központi óra beállításában 
egyértelműen a fény-sötétség ciklusok a meghatározóak [98]. A központi óra irányítja a 
corpus pineale-ban termelődő melatonin szekrécióját, a melatonin pedig moduláló 
hatással van az SCN működésére az MT1 és az MT2 receptorokon keresztül, ami 
fiziológiás viszonyok mellett egy pozitív visszacsatolást eredményez. A melatoninnak 
ezt a szinkronizáló hatását használják ki az orvosi gyakorlatban például olyan esetben, 
amikor a fény nem képes szinkronizálni a központi órát (pl. vakság esetén) [103].  
A perifériás oszcillátoroknál a táplálkozási ciklusok, a testhőmérséklet 
ingadozása, valamint a glukokortikoid szignalizáció szinkronizáló hatása is 
megfigyelhető. Ez utóbbiakat direkt vagy indirekt módon befolyásolja az SCN, viszont 
az SCN maga nem érzékeny ezen órabeállító hatásokra [90, 104-106]. A 
glukokortikoidok hatásukat elsősorban a Per1 gén kifejeződésének indukcióján 




kötőhelyet tartalmaz [104]. Ezen kívül ismert a glukokortikoidok szerepe a Per2 
expresszió szabályozásában is bizonyos sejtekben [107]. Mára már a testhőmérséklet 
ingadozásának szinkronizáló hatásában részt vevő több faktort is azonosítottak (5. ábra). 
Ezek elsősorban hősokk fehérjék (HSP), valamint CIRP (cold inducible RNA-binding 
proteins) fehérjék. Például a HSF-1 (heat shock factor 1) transzkripciós faktor 
citoplazma és sejtmag közötti vándorlása a testhőmérséklet ingadozásával azonos 
fázisban oszcillál [108], ez pedig az óragének ritmusos kifejeződését eredményezi. A 
CIRP fehérjéknek az óra amplitúdójának modulálása az egyik fő szerepük: hiányukban 
az óra oszcillációja ellaposodik, melynek oka lehet, hogy a Clock mRNS sejtmagból 




A nucleus suprachiasmaticus szinkronizáló szerepe a testhőmérséklet szabályozásán keresztül.  
A SCN egyrészt közvetlenül, másrészt az aktivitási és táplálkozási ciklusok szabályozásán keresztül 
közvetve vesz részt a testhőmérséklet napi ritmusának irányításában. A hőmérséklet ingadozása 
hősokkfehérjék (pl. HSF-1), valamint hideg által-indukálható RNS-kötő fehérjék (CIRP) működését 





3.5. A cirkadián óraműködés humánélettani jelentősége és patológiai vonatkozásai 
 
A cirkadián óra számos élettani paraméter és folyamat napi ingadozását 
szabályozza. Ezek közül a legrégebben ismert a különböző hormonok 
koncentrációjának napi ingadozása. Ilyen például a melatonin szekréció ritmusa, amely 
esetében a maximális koncentráció a késő esti, kora hajnali órákban mérhető [110]. A 
CRH (corticotropin releasing hormon) és ACTH (adrenocorticotrop hormon) szintjében 
jelentkező napszaki ingadozások is közismertek, melyek a mellékvesekéregben ritmikus 
kortizol szekréciót hoznak létre. A kortizol szintje éjféltől emelkedik, maximumát a 
reggeli órákban éri el, majd koncentrációja a nap további időszakában csökken [111]. A 
testhőmérséklet is napi oszcillációt mutat, mely a hajnali órákban a legalacsonyabb, és 
az esti időszakban éri el a maximumát [112]. Emellett ritmusos a pajzsmirigy 
hormonok, a tesztoszteron, a növekedési hormon (GH), a prolaktin (PRL), az adrenalin 
és az inzulinszekréció is [113, 114]. Mindezen folyamatokat az SCN szabályozza (4. 
ábra), tehát a központi óraműködés elengedhetetlen a szempontjukból. A ritmikus 
hormonszekréció mellett számos más élettani szempontból lényeges paraméter mutat 
jellegzetes napszaki ingadozást. Ilyen például a pulzus és vérnyomás ritmicitása, melyek 
esetében a hajnali órákban tapasztalható emelkedés, a maximumukat pedig a délutáni 
órákban érik el [115]. Az idegrendszer cirkadián regulációjára utal, hogy bizonyos 
kognitív funkciók esetében egyértelmű napi ingadozás mérhető [116]. 
Az embereket az alvás/ébrenlét mintázatuk alapján különböző kronotípusokba 
sorolhatjuk. A kronotípus tulajdonképpen megadja az egyéni entrainment fázisát, melyet 
a szabadnapokon mért alvási középidő (MSF - middle sleep on free days) jellemez. A 
társadalmon belül az extrém korai („pacsirta”) és az extrém késői („bagoly”) típusok 
között folyamatos az átmenet, és az intermedier típusok a leggyakoribbak [117]. A 
kronotípust befolyásolják az óragének genetikai polimorfizmusai [118], az életkor 
[119], valamint a környezet is [120]. 
Az egyik legvitatottabb kérdés a cirkadián vizsgálatok területén, hogy mi lehet az 
élettani jelentősége az óraműködésnek. Könnyen belátható, hogy a különböző élettani 
folyamatok intenzitásának időzítése, és az ezáltali felkészülés a periodikusan 
bekövetkező környezeti változásokra hatékonyabb működést tesz lehetővé, és így 




optimalizálása is a cirkadián óra fő feladata, mert akkorra időzíti a különböző 
folyamatok (emésztőenzimek szekréciója, különböző immunfunkciók) hatékonyságának 
maximumát, amikorra a szervezetnek ténylegesen szüksége van rá [22]. Bár a kérdés 
nem eldöntött, a cirkadián óra élettani jelentőségét támasztja alá, hogy a ritmus 
meghibásodása különböző kórképek kialakulásának valószínűségét jelentősen növeli. A 
cirkadián óra működése és a betegségek patomechanizmusa között többrétű kapcsolat 
lehet. Több primer cirkadián megbetegedést is ismerünk, melyek lehetnek endogén vagy 
exogén eredetűek. Emellett számos olyan kórfolyamat is ismert, melynek a tüneteiben 
tapasztalható cirkadián ingadozás.  
Az egyik legjobban karakterizált genetikai eredetű cirkadián ritmuszavar a 
familiáris előretolt alvásfázis szindróma (FASPS). Jellemző rá az autoszómális 
domináns öröklésmenet és a körülbelül 4 órával rövidebb (~20 órás) periódushossz. A 
betegség kialakulásának hátterében a PER2 vagy CKI mutációi állnak. A PER2 
mutációja esetében a CK kötőhely módosul [121], míg a CKI mutációja egy missense 
mutáció [122]. Mindkét eltérés a PER2 foszforiláltsági állapotát befolyásolja, mely így 
gyorsabb visszacsatolásra képes az oszcillátorban, így a fázis nagyjából 4 órával tolódik 
előbbre ciklusonként, így lerövídítve az alvás/ébrenlét, a melatonin- és testhőmérséklet 
ritmusok periódushosszát állandó körülmények között [123]. Ez a példa is bizonyítja a 
poszttranszlációs módosítások esszenciális szerepét a molekuláris oszcillátor 
működésében. 
A cirkadián ritmus egyik leggyakoribb szisztémás szintű zavara a jetlag, mely több 
időzónát átlépő repülőutak következményeként alakul ki. Ilyenkor a cirkadián 
óraműködés és a környezet közötti szinkron felborul, és az SCN nem képes kellő 
gyorsasággal átállítani a ritmus fázisát. Jellemző tünetei az étvágytalanság, a hányinger, 
a fejfájás, az ingerlékenység és a kimerültség [124]. A jetlag-hez a szervezet néhány 
napon belül alkalmazkodni képes, mert az SCN fázisátállító képessége nagyjából 1 óra 
naponta. Ezzel szemben a váltott műszakban történő munkavégzés (shift work) egyfajta 
krónikus jetlag-et eredményez. Ez pedig számos megbetegedés kialakulásában lehet 
rizikófaktor. Ilyenek például a metabolikus szindróma, az obezitás, a diabetes mellitus, a 
trombózis, különböző cardiovascularis betegségek és szexuális diszfunkciók kialakulása 
[125-129]. Emellett váltott műszakban dolgozóknál gyakrabban alakulnak ki mentális 




A sejtciklus és a cirkadián ritmus működése szorosan kapcsolt, az óraműködés 
számos, a sejtciklus szabályozásában meghatározó faktor expresszióját irányítja [131]. 
Ilyenek például a G1 fázisban a p21 [132], vagy a G2/M átmenetnél a WEE1 kináz 
kifejeződése [133]. Emellett különböző onkogének (pl. c-Myc, Mdm2, β-catenin), 
ciklinek (CCND1, B, A), sejtciklus szabályozók (pl. Cdk4, Itga6, Wnt3, LHx2, Tcf4, 
Sox9, Smad7) és a tumor szuppresszor p53 kifejeződését is direkt módon befolyásolja a 
molekuláris óra [131, 134]. Mindezek alapján nem meglepő, hogy a ritmus felborulása 
esetén gyakrabban alakulnak ki daganatos megbetegedések. Több tanulmány a váltott 
műszakban dolgozó nők esetében emelkedett emlőrák kockázatról számol be [135-137]. 
Ugyanakkor a colorectális és endometriális karcinóma megjelenése is gyakoribb shift 
work esetén [138, 139]. Emiatt 2007 óra a World Health Organization (WHO) is 
rizikófaktorként tartja számon a váltott műszakban történő munkavégzést. 
Számos megbetegedés mutat összefüggést a kronotípussal is, ilyenek például a 
depresszió [140], a különböző daganatos megbetegedések [141-143] és alvásproblémák 
[144]. Az utóbbi évtizedben kezdték vizsgálni a szociális berendezkedésünkből adódó 
időbeosztás hatását a különböző kronotípusokra. A szociális jetlag (SJL) a 
munkanapokon és szabadnapokon mért alvási középidő különbsége [145]. Az általános 
munkarend és a reggeli munkakezdés a korai kronotípusoknak kedvez. A késői 
típusoknál viszont ez a szociális kényszer nagyobb eltolódást eredményez a 
munkanapok és szabadnapok alvásfázisai között, így ők nagyobb SJL-lel rendelkeznek. 
Nem meglepő tehát, hogy a SJL is korrelációt mutat a késői kronotípusoknál gyakoribb 
megbetegedésekkel, így szintén fontos rizikófaktor. Több tanulmány mutatja a 
depresszióval [146], elhízással [147], vagy a szívfrekvencia növekedésével való 
összefüggését [148, 149], de a tanulmányi teljesítményre gyakorolt negatív hatása is 
ismert [150]. 
Számos kórfolyamat tünetei mutatnak napszaki ingadozást. Jellemző példa az 
inzulinérzékenység változása diabetes mellitus esetén [151, 152], vagy a különböző 
kardiovaszkuláris rendszert érintő problémák (akut miokardiális infarktus, a stroke, 
egyes aritmiák) gyakoribb reggeli előfordulása [153, 154]. A fájdalomküszöb is 
jellegzetes cirkadián ingadozást mutat, nappal magasabb, éjszaka alacsonyabb [155, 
156]. Emellett számos immunfolyamat és gyulladásos betegségtünet mutat napi 




tárgyalom részletesebben.  
A bemutatott ritmusos folyamatok is alátámasztják a diagnosztikus eljárások 
megfelelő időzítésének fontosságát, valamint a kronoterápia elterjedésének 
szükségességét. A máj detoxifikáló hatékonysága jellegzetes napszaki ingadozást mutat. 
A kezelések és a gyógyszeradagolás megfelelő időzítése hatékonyabbá teheti a terápiát, 




3.6.  Az immunrendszer cirkadián szabályozása 
 
Az 1960-70-es években több egéren végzett kísérlet eredménye is arra utalt, 
hogy a szervezet bakteriális fertőzésre adott válasza napi ritmust követ [158]. Ma már 
számos klinikai és kísérletes adat is bizonyítja, hogy az immunrendszer a cirkadián óra 
szabályozása alatt áll [159-163]. Amellett, hogy részt vesz a leukocita trafficking 
(irányított vándorlás) szabályozásában [159], befolyással van a különböző gyulladásos 
folyamatokra [164], és szerepe van az immunsejtek (pl. B-sejtek, Th17 sejtek) érésében 
is [165, 166]. Emellett a hemopoetikus eredetű sejtekben, mint a makrofágok, eozinofil 
granulociták, T- és B-limfociták, dendritikus sejtek, NK sejtek és monociták, működő 
molekuláris oszcillátor jelenlétét bizonyították [167-175], mely a sejtfunkciók széles 
skáláját befolyásolhatja, bár ezekről eddig igen hiányosak az ismereteink.  
Függetlenül attól, hogy egy élőlény nokturnális (rágcsálók) vagy diurnális 
(ember), a vérében a leukociták száma, valamint különböző immunmodulátor 
molekulák (egyes citokinek és kemokinek) szintje is napi ingadozást mutat (1. táblázat) 
[162, 176]. Rágcsálókban a leukocita szám a világos fázisban éri el a maximumát, míg 
emberben a sötét fázis alatt a legmagasabb a sejtszám, tehát mindkét esetben az inaktív 
időszakra esik a maximum.  
A leukocita trafficking cirkadián óra általi kontrolljának már több 
mechanizmusát is ismerjük [159, 177]. Az egyik ilyen mechanizmus a hemopoetikus 
őssejt (HSC) niche szabályozása a csontvelőben. A niche jellemzően arteriolákkal van 
körülvéve, valamint számos sejttípus és egyéb komponens alkotja. Ilyenek például a 
hemopoetikus őssejtek (HSC), az oszteoblasztok, endotélsejtek, CAR (CXCL12-
abundant reticular) sejtek, különböző Nestin+ és leptin receptort expresszáló sejtek, de 
szimpatikus idegvégződéseket és nem mielinizált Schwann-sejteket is találunk ebben a 
specifikus mikrokörnyezetben [178]. A HSC-ből differenciálódó összes sejt innen lép ki 
a keringésbe, ez pedig több ponton is szabályozott. A HSC-k csontvelőből a keringésbe 
történő kilépése napi ritmust követ, a sejtek mobilizációja pedig az inaktív fázis 
kezdetén jelentős. Ennek köszönhetően egérben a világos fázis elején (ZT5) megnő a 
vérben a HSC szám. Ennek szabályozója a CXCL12 kemokin ritmusos termelődése a 
csontvelői mikrokörnyezetben [179]. A kemokint főleg a Nestin+, valamint a CAR 
sejtek termelik. Amennyiben a CXCL12 szintje alacsony, a sejtek ki tudnak lépni a 




során a szimpatektómia a Nestin+ sejtek proliferációját váltotta ki. Valamint a Nestin+ 
sejtek β3-adrenerg receptorának aktiválása drasztikusan csökkenti a CXCL12 
kifejeződést. A CAR sejtek száma és a progenitor sejtek proliferációja is oszcillál a nap 
folyamán. Emellett a CXCL12 receptora, a CXCR4 is ritmusos expressziót mutat, 
ugyanabban a fázisban változik a kifejeződése, mint a CXCL12 koncentrációja a 
csontvelői mikrokörnyezetben [179].  
A vérben oszcilláló leukocita szám nem csak a csontvelőből történő ritmusos 
sejtkiáramlás következménye. A sejtek csontvelőbe történő visszatérése és különböző 
szövetekbe történő kilépése is ritmusosan szabályozott. A csontvelő esetében ennek 
meghatározó faktorai az endotélsejtek felszínén ritmusosan expresszálódó adhéziós 
molekulák, mint például a P-szelektin, az E-szelektin vagy a VCAM-1. Ezek 
kifejeződése egéren végzett kísérletek tanúsága szerint az éjszakai (aktív) időszakban 
volt maximális, hasonlóan a CXCL12 koncentrációhoz, ami szintén a sejtek homing-ját 
segíti. A vázizom esetében a sejtek adhézióját és extravazációját befolyásoló ICAM-1 és 
CCL2 kifejeződése mutat napi ingadozást [177]. A szimpatikus idegrendszer 
folyamatban betöltött szabályozó szerepét támasztja alá, hogy β2- vagy β3-adrenerg 
receptor deficiens egerekben sem a csontvelőbe, sem a vázizomba történő migráció nem 






A vérben mérhető ritmicitást mutató immunológiai paraméterek ([163] alapján) (IL- interleukin, TNFα-
tumor necrosis factor , ZT: Zeitgeber time) 
Faj Oszcilláló paraméter Akrofázis Referencia 
Humán Neutrofil granulocita szám 20:00 [160] 
 CD4+ és CD8+ T-sejtek száma 2:00 [180] 
 HSC szám 20:00 [181] 
 TNF 07:30-13:30 [182] 
 IL-2 12:00 [182] 
 IL-10 07:30-19:30 [182] 
 GM-CSF 13:30-19:30 [182] 
Egér Neutrofil granulocita szám ZT5 [177] 
 Monocita szám ZT5 [177] 
 Limfocita szám ZT5 [177] 
 Eozinofil granulocita szám ZT5 [177] 





3.6.1.  Az cirkadián óra szerepe gyulladásos folyamatok szabályozásában 
 
Különböző gyulladásos betegségek tüneteinek napszaki ingadozása régóta 
ismert. Például az allergiás kórképek tünetei reggel kifejezettebbek [184], az asthma 
bronchiale esetében pedig hajnalban alakulnak ki leggyakrabban a rohamok [185]. A 
rheumatoid arthritis (RA) jellegzetes tünetei, mint a reggeli időszakban kifejezett izületi 
merevség, a duzzanat és a fájdalom [186] régóta a betegség differenciáldiagnosztikai 
elemei. A tünetek napi ingadozásának egyik oka lehet, hogy kora reggel magasabb 
koncentrációban vannak jelen az IL-6 és a TNF gyulladásos citokinek [187, 188]. 
Vizsgálták az óra hatását a RA állatkísérletes modelljében is. A kollagén-indukált 
arthritisnek jelentősen kifejezettebb klinikai jelei voltak megfigyelhetők a CRY 
génhiányos egerekben mint a vad típusú (WT) állatokban. Emellett a szérumban 
jelentősebb mértékben emelkedett a TNF, az IL-1, IL-6, a Wee-1 és a mátrix 
metalloproteináz-3 szintje is [189]. A CRY antiinflammatorikus hatását támasztja alá az 
is, hogy CRY1/2 génhiányos egerekben a cAMP szint és a PKA aktivitása megnő, 
emiatt pedig az NFB útvonal konstitutívan aktív, így a gyulladásos citokinek szintje 
többszörösére emelkedik [190]. Mindez arra utal, hogy az óraműködés vagy az egyes 
órakomponensek alapvető szabályozói az autoimmun eredetű gyulladásos folyamatnak. 
A CRY mellett más órafehérjék szerepe is nyilvánvaló a gyulladásos folyamatok 
és az NFB útvonal szabályozásában (6. ábra) [191], ezen mechanizmusokat főként 
makrofágokban és fibroblaszt sejtekben vizsgálták. Például a BMAL1 közvetlenül 
gátolja a CCL2 kifejeződését [192]. Ez a kemokin fontos szabályozója a monociták 
szövetbe való vándorlásának gyulladásos körülmények között, amennyiben 
koncentrációja csökken, kevesebb sejt jelenik meg a gyulladás területén. Ugyanakkor a 
CLOCK fehérjéről ismert, hogy acetilálja és aktiválja a p65-öt, melynek eredményeként 
az NF-B útvonal aktivitása megnő, több gyulladásos mediátor keletkezik [193]. A 
BMAL1 a CLOCK kötésén keresztül gátolja ezt a mechanizmust. A BMAL1 a Rev-
erbkifejeződésének serkentésén keresztül is antiinflammatorikus hatású, ugyanis a 
REV-ERBgátolja az Il-6 és Ccl-2 expressziót [194, 195]. Emellett a ROR IB 
(inhibitor B) kifejeződésére gyakorolt serkentő hatása is ismert [196]. Ez a faktor a fő 
negatív szabályozója az NFB útvonalnak.  Mindezek alapján nem meglepő, hogy a 




A bemutatott néhány példán kívül természetesen jóval több adat áll 
rendelkezésünkre a cirkadián óra és az immunrendszer kapcsolatáról [159, 163, 164, 





Az órafehérjék szerepe Ccl2 expresszió és az NFB útvonal szabályozásában. 




3.7. Humán neutrofil granulociták 
 
A neutrofil granulociták vagy polimorfonukleáris (PMN) sejtek a természetes 
immunitás sejtes elemei, nevüket a citoplazmájukban található neutrofil festődést 
mutató granulumokról, illetve szegmentált sejtmagjukról kapták. Elsődleges funkciójuk 
a kórokozók bekebelezése, ezért hivatásos fagocitáknak is nevezzük őket. Ezek a sejtek 
a legnagyobb arányban (~50-70%) jelen lévő leukociták a keringésben, azonban 
életidejük a periférián igen rövid, mindössze néhány óra [197-199]. Ebből adódóan a 
perifériás neutrofil granulocita populáció a nap folyamán megújul, naponta átlagosan 
1011 új sejt keletkezik [197]. 
 
3.7.1. Humán neutrofil granulociták érése 
 
A neutrofil granulociták a csontvelői hemopoetikus őssejtből (HSC) fejlődnek a 
közös mieloid progenitor (CMP) és granulocita-makrofág progenitor (GMP) útvonalon. 
A granulociták fejlődése során az első jól azonosítható alak a mieloblaszt vagy G-CFU 
(granulocyte colony forming unit). A sejtek proliferációjának szabályozója a G-CSF 
(granulocyte colony stimulating factor), melynek hiányában neutropenia alakul ki.  A 
sejtek csontvelői fejlődésük során jellegzetes morfológiai változásokon mennek 
keresztül (7. ábra). Az ovális magvú, primer azurofil granulumokat tartalmazó 
promielocitákból mielociták fejlődnek, melyekben már szekunder neutrofil 
granulumokat is találunk. Ez a fejlődési alak az utolsó az érés során, mely még 
osztódásra képes. A további fejlődési alakok már egészséges körülmények mellett is 
kikerülnek a perifériára: legkisebb arányban (0-2%) a metamielociták (jugend) vannak 
jelen a keringésben, a stab (band) forma aránya 0-4%, míg az érett 
szegment/polimorfonukleáris granulociták a perifériás leukocita populáció 50-70%-át 
alkotják. A promielocita stádium kivételével jellemző, hogy az érés során a sejtek 
mérete csökken. Emellett a citoplazma/sejtmag arány – a mag szegmentálódásának 
következtében - megnő a fejlődés során. A csontvelőben kétféle sejtpopulációt 
különböztethetünk meg. A mitotikus készlet az épp fejlődő és érő sejtekből, míg a 






A sejtek fejlődési alakjai neutrofil granulocita irányú differenciáció során 
A magyarázatot lásd a szövegben (ábra: [200] alapján). 
 
Az érés után a sejtek kikerülnek a keringésbe. Gyulladás során, amikor a sejtek 
gyors mobilizációja szükséges, a kemoattraktáns leukotriének (LTB4), a komplement 
fehérje C5a, a CXCL2, valamint a CXCL8 a folyamat szabályozói [201-204]. 
Ugyanakkor nem gyulladásos körülmények között a sejtek perifériára lépésének 
szabályozásában több faktor is részt vesz. A G-CSF gátolja a CXCL12 termelést, 
valamint a CXCR4 kifejeződését is, tehát ily módon lehetővé teszi a sejtek perifériára 
történő kilépését [205]. Emellett indukálja az endotélsejteken olyan faktorok 
megjelenését, melyek a neutrofil sejtek CXCR2 receptorának ligandumai. Ezek a 
folyamatok mind a neutrofil granulociták mobilizációját segítik elő, így a G-CSF az 
egyik meghatározó faktor a folyamat szabályozásában [206].  
A neutrofilek a keringésben is folyamatos érésen mennek keresztül, majd 
preapoptotikus sejtekként térnek vissza a csontvelőbe, ahol makrofágok bontják le őket. 
A sejtek öregedése során csökken a sejtekben a CXCR2 kifejeződése, és párhuzamosan 






3.7.2. Humán neutrofil granulociták effektor funkciói 
 
A neutrofil sejtek elsősorban a bakteriális és gombás fertőzések elleni 
védekezésben vesznek részt [207]. A patogének szervezetbe jutásakor különböző 
gyulladásos citokinek termelődnek, mint például az IL-1β, az IL-6 vagy a TNFα melyek 
hatására az érfal endotél sejtjei aktivált állapotba kerülnek. Ennek következménye, hogy 
különböző adhéziós molekulák jelennek meg az endotél felszínén, illetve az érfal a 
sejtek számára könnyebben átjárhatóvá válik, segítve a neutrofil granulociták 
transzendoteliális migrációját [208, 209]. A sejtek vándorlásuk során először gyenge 
kölcsönhatásba lépnek az érfallal, a sejtfelszínen megjelenő mucinok és az endotélen 
megjelenő szelektinek összekapcsolódásán keresztül (elsősorban SLeX és E-
szelektinek). Így a sejtek lelassulnak, majd az endotél felszínén gördülni kezdenek 
(rolling). Ezt követően a nagy affinitású integrin-ICAM kapcsolatok kialakulása (LFA-
1-ICAM-1) a sejtek letapadását eredményezi. Az endotélen megjelenő kemokinek (IL-
8) és a sejtek felszínén lévő kemokinreceptorok (CXCR1) mindeközben fontos szerepet 
játszanak a neutrofil sejtek aktivációjában. A sejtek érfalon való átjutása (diapedezis 
vagy extravazáció) történhet két endotélsejt között, de transzcellulárisan is átjuthatnak a 
sejtek. A folyamatot az extracelluláris mátrix felszínén jelen lévő kemokinek is segítik. 
A sejteket a szövetek közé lépés után különböző kemoattraktánsok vonzzák a fertőzés 
helyszínére, melyek lehetnek bakteriális anyagok, mint pédául az fMLP (N-formil-
metionin-leucin-fenilalanin), a komplement kaszkád aktivációjakor keletkező 
kemoattraktánsok (pl. C3a, C5a), vagy más leukociták által termelt kemokinek (pl. IL-
8) is. A kórokozók elpusztításakor a fagocitózis, a degranuláció, a reaktív 
oxigénszármazékok (ROS) termelése, valamint a Neutrophil Extracellular Trap (NET) 
képzés [210] a neutrofil sejtek fő effektor funkciói. Emellett a sejtek különböző 
extracelluláris vezikulákat is termelnek, melyek például más immunsejtek 
citokinszekrécióját szabályozzák [211, 212], részt vesznek a trombocita aktiválásban 
[213, 214], de antibakteriális hatásukat is kimutatták [215]. 
A fagocitózis folyamatának első lépéseként a kórokozó megkötődik a neutrofil 
granulocita felszínén. Ez alapvetően három különböző receptortípus közreműködésével 
valósulhat meg, melyek vagy a kórokozó felszíni molekuláit, vagy a különböző 




struktúrákat, a patogén asszociált molekuláris mintázatot (pathogen associated 
molecular pattern=PAMP) a sejtek a mintázatfelismerő receptoraik (Pattern Recognition 
Receptor=PRR) segítségével kötik meg. A PRR-k közül a Toll-like receptorok (TLR) a 
legismertebbek, melyek számos bakteriális és virális struktúrát ismernek fel, ilyenek 
például a bakteriális lipopeptidek (TLR1/2), a peptidoglikán (TLR2), a lipoteikosav 
(TLR2/6), az LPS (TLR4), a flagellin (TLR5), a virális RNS (TLR3, TLR7, TLR 8) 
illetve a bakteriális CpG DNS (TLR 9) [216]. A TLR aktiválódása az NF-κB útvonal 
közvetítésével citokinek, kemokinek és antivirális fehérjék képződéséhez vezet [217]. A 
PRR-k közül közvetlenül részt vesznek a bekebelezés megindításában a c-típusú lektin 
receptorok (Mannóz receptor és Dectin-1), illetve a scavenger receptorok (SR), melyek 
szénhidrátfelismerő doménekkel rendelkeznek. Ahhoz azonban, hogy a fagocitózis 
hatékonysága lényegesen nagyobb legyen, szükség van a kórokozó felszínének 
opszoninekkel (immunglobulinok, komplement komponensek) történő fedésére. A 
komplement fehérjékkel (C1q, C3b, iC3b, C3d, C4b) fedett idegen struktúrákat a 
komplement receptorok (CR), az ellenanyagokkal opszonizált részecskéket az 
immunglobulinok konstans doménjét felismerő Fc-receptorok (FcR) kötik meg. A 
komplement receptorok közül neutrofileken a CR1, CR3 (CD11b/CD18 vagy MAC-1) 
és CR4 (CD11c/CD18) expresszálódik. Az IgG-t felismerő FcγR-k közül a FcγRI-t, 
FcγRIIa-t, FcγRIIb-t valamint az FcγRIIIb-t találjuk a sejteken, melyek közül az 
FcγRIIa a legfontosabb a fagocitózis folyamatában. A patogén kötődése megindítja a 
patogén membránba süllyedését (CR aktiváció esetén), illetve az állábképződést (FcγR 
aktiváció esetén), az aktin citoszkeleton átrendeződik, majd lefűződik a fagoszóma. 
Ezután a fagoszóma a lizoszómával fúzionál, kialakul a fagolizoszóma, melyben az 
enzimek lebontják a bekebelezett kórokozót [218].  
A neutrofil sejtek granulumai proteolitikus enzimeket és különböző baktericid 
anyagokat tartalmaznak, mint például katepszin-G, defenzinek, laktoferrin, lizozim, 
alkalikus foszfatáz, kollagenáz, zselatináz, valamint membránjukban számos receptor 
raktározódik (pl. CR1, CR3, CD14, CD16). A granulumok négy félék lehetnek: primer 
(azurofil), szekunder, tercier (zselatináz) granulumok vagy szekretoros vezikulák.  A 
granulumok ürülése történhet az extracelluláris térbe, vagy a kórokozó bekebelezése 




 A NET képzés során a sejtmag membránja lebomlik, majd a DNS, a hiszton 
fehérjék és bizonyos granulum komponensek (pl. elasztáz, mieloperoxidáz, laktoferrin) 
az extracelluláris térbe kerülnek, melyek kialakítják az antibakteriális hatású hálózatot, a 
NET-et.  A NET megköti a kórokozókat, ezáltal fejti ki az antimikrobiális hatást [222-
224].  
A patogének elpusztításához elengedhetetlenek a reaktív oxigén származékok. A 
neutrofil granulociták szuperoxid termelésére képesek, mely a NADPH-oxidáz (NOX2, 
Phox) enzimkomplex működésével valósul meg. Ez az enzim öt alegységből épül fel: a 
plazmamembránban található komponensei a gp91phox és a p22phox fehérjék, míg a 
citoplazmában a p40phox, a p47phox és a p67phox alegységek találhatóak. Emellett a 
komplex működésében a Rac kis G-fehérje is részt vesz. A sejtek aktiválódása során a 
p47phox foszforilálódik, mely lehetővé teszi a citoplazmatikus komponensek 
membránhoz történő transzlokációját és a komplex összeépülését [225-227]. Az oxidáz 
működése során NADPH-ból NADP képződik és a felszabadult elektron szuperoxid 
anionná (O2.-) redukálja a molekuláris oxigént (8. ábra). A szuperoxid anionból pedig 
további toxikus oxigénmetabolitok keletkezhetnek. A szuperoxid-dizmutáz (SOD) 
hidrogén-peroxidot (H2O2) képez belőle, mely mieloperoxidáz (MPO) hatására először 
hipoklórossavvá, majd a későbbiekben klóraminokká és hidroxilgyökökké alakul, 
melyek toxikusak  a baktériumokra és így részt vesznek a killing folyamatában. Emellett 
a keletkezett szuperoxid anion nitrogén-monoxiddal (NO) peroxinitritté (ONOO−) 







A fagocita NADPH-oxidáz alegységei és aktiválódása. 
A sejtek aktiválódása során a p47phox foszforilálódik, ami lehetővé teszi a citoplazmatikus komponensek 
membránhoz történő transzlokációját és a komplex összeépülését. Az enzim működése során NADPH-ból 
NADP képződik és a felszabadult elektron szuperoxid anionná (O2.-) redukálja a molekuláris oxigént 
(ábra: [232] a szerző által módosítva). 
 
A neutrofil granulociták működésének jelentőségét támasztják alá azok a 
betegségek, melyekben a sejtek valamilyen szempontból csökkent működést mutatnak 
[233-236]. A NADPH oxidáz működése bizonyos patogének hatékony killing-je 
szempontjából esszenciális, a ROS képzés pedig a NET-képződés előfeltétele [210]. Így 
az enzim defektusa miatt kialakuló krónikus granulomatózus betegségben (CGD) 
szenvedő betegek visszatérő fertőzésekkel küzdenek, mint például a légúti gyulladások 
vagy a csontvelőgyulladás. A krónikussá váló gyulladások következménye az 
immunsejtek burjánzása és a granulómák kialakulása a bőrben, a nyálkahártyában, a 
nyirokcsomókban és belső szervekben, csontokban és izületekben [235, 237-239]. 
Ugyanakkor a neutrofil sejtek túlzott aktivitása is káros a szervezet számára, mert 
különböző autoimmun [240, 241] és gyulladásos betegségek [242] kialakulásához 
járulhat hozzá. 
A neutrofil granulociták cirkadián óra általi szabályozottságáról keveset tudunk, 
azonban néhány kísérletes adat arra utal, hogy a sejtek válaszkészsége napi ritmust 
követ. 
Szövetkárosodás, vagy endotoxin hatására a neutrofil sejtek szövetek közé 




adhéziós molekulák kifejeződésének ritmusával [177]. Egér kísérletek során tett 
megfigyelések arra utalnak, hogy az epitélsejtek óra által vezérelt CXCL5 expressziója 
irányítja a neutrofil granulociták ritmusos vándorlását a gyulladásos szövetbe [243]. 
Emellett régóta ismert, hogy a sejtek felszínén megjelenő adhéziós molekulák 
kifejeződése [244], a sejtek fagocitózis készsége [245] és szuperoxid termelése [246] is 
napi ingadozást mutat. A neutrofil granulociták száma oszcillál a vérben a nap folyamán 
[247, 248], valamint Casanova-Acebes és munkatársai egér modellben ritmikus 
neutrofil granulocita vándorlást figyeltek meg a csontvelő és a keringés között, melynek 
oka az előző fejezetben bemutatott CXCR4-CXCL12 interakció napi ingadozása [179]. 
Ezen eredmények mind arra utalnak, hogy a sejtek migrációs képességét és effektor 
reakcióit a cirkadián óra szabályozhatja. 
Bár arra vonatkozóan ismerünk adatot, hogy a neutrofil granulocitákban és 
mononukleáris sejtekben (monociták, limfociták) azonos fázisban oszcillál a Per1 
kifejeződése [249], valamint a sejtek óragén expressziója megváltozik endotoxin 
kezelés hatására [250], a molekuláris oszcillátor működését még nem jellemezték 






Számos adat támasztja alá a cirkadián ritmus és az immunrendszer kapcsolatát, 
azonban a molekuláris oszcillátor működéséről a különböző immunsejtekben keveset 
tudunk. A neutrofil granulociták a keringésben legnagyobb arányban található 
leukociták, szerepük pedig esszenciális a bakteriális és gombás fertőzésekkel szembeni 
védekezésben.  Csökkent működésük súlyos fertőzésekhez vezet, míg túlzott aktivitásuk 
különböző autoimmun és gyulladásos betegségek kialakulásához járulhat hozzá. Bár a 
neutrofil granulociták válaszkészségében több tanulmány szerint is napi ritmus 
mutatkozik [246, 251-253], az ennek hátterében álló mechanizmusokról keveset tudunk. 
A sejtek ritmusos működésének megértése alapvető fontosságú a különböző gyulladásos 
folyamatok patomechanizmusának megismeréséhez és megfelelő kronoterápia 
tervezéséhez.  Kísérleteink során azt tűztük ki célul, hogy humán neutrofil granulociták 
cirkadián óra általi szabályozását vizsgáljuk. Mivel donoraink kiválasztásánál alapvető 
szempont volt, hogy napi ritmusuk szerint nagyjából egységes populációt képezzenek, a 
sejtszintű vizsgálatok megkezdése előtt a donorok kronotípusának meghatározására is 
megfelelő módszert kellett találnunk. 
Ezek alapján munkánk kezdetekor a következő célkitűzéseket tettük: 
1. A kronotípus meghatározására alkalmas kérdőívet (Munich Chronotype 
Questionnaire, MCTQ) magyarra fordítjuk, validáljuk, és ennek eredménye 
alapján meghatározzuk a donorok lehetséges csoportját. 
2. Meghatározzuk humán neutrofil granulociták óragén expressziós profilját RNS 
szinten és összehasonlítjuk azt a mononukleáris sejtekével. 
3. Vizsgáljuk a neutrofil sejtekben az órakomponensek kifejeződését fehérje 
szinten. 
4. Megvizsgáljuk, hogy a neutrofil granulociták szisztémás szintű szabályozásának 
van-e szerepe a sejtműködés napi ritmusának regulációjában. 
5. Különböző napszakokban összehasonlítjuk a neutrofil granulociták 






5.1. A Munich Chronotype Questionnaire magyar változatának validálása 
 
Vizsgálatainkhoz a donorok kronotipizálását a Till Roenneberg és Martha 
Merrow által kidolgozott [117] Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) 
segítségével végeztük. Az angol nyelvű kérdőívet magunk fordítottuk magyarra (lásd 
eredmények 9. ábra), majd a validálás részeként a kérdőívet magyar nyelvről angolra 
fordíttattuk vissza egy szakfordítóval. A visszafordított változat teljes egészében 
megfelelt az eredeti angol változatnak, igazolva az általunk készített magyar nyelvű 
kérdőív nyelvi és tartalmi helyességét. A Semmelweis Egyetem Általános Orvos, 
Fogorvos és Gyógyszerésztudományi karán élettant tanuló 780 egyetemi hallgató 
töltötte ki a kérdőívet 2009 és 2012 között. Erre minden esetben a téli időszámítási 
időszakban, az őszi szemeszter folyamán került sor. A kérdőívet eredetileg kitöltő 780 
hallgató adatai közül végül 753-t használtunk fel az adatelemzésnél. Kizáró tényező volt 
az adatsor hiányos kitöltése, illetve ha a résztvevőnek a szabadnapokon kötött reggeli 
programja volt. A kérdőívet kitöltők átlagos életkora 21,23 ± 3,12 év volt (18 és 35 év 
között), 97%-uk életkora 19 és 24 év közé esett, így a populációt kor szerint 
homogénnek tekintettük. A résztvevők 68%-a volt nő és 32%-a férfi, ez a nemek szerinti 
megoszlás más európai orvosi egyetemeken jellemző arányokhoz hasonló [254]. 
A kitöltött kérdőívek feldolgozásakor az adatokat a kérdőív eredeti internetes 
adatbázisába vittük be. Ennek előnye, hogy ezután egy automatizált rendszer számolja 
ki az 2. táblázatban bemutatott alvási paramétereket, melyek ezután letölthetőek. (A 
https://www.bioinfo.mpg.de/mctq/core_work_life/core/core.jsp?language=eng honlapon 
elérhető az eredeti kérdőív.) 
 A kísérletsorozatot az Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és 










BTw bed time on work days a lefekvés időpontja munkanapokon 
SleepPrepw 
time the participant turns the lights off 
on work days 
a lámpaoltás időpontja munkanapokon 
SLw sleep latency on work days 
a lefekvés és az elalvás között eltelt idő 
munkanapokon 
SOw sleep onset on work days az elalvás időpontja munkanapokon 
SEw sleep end on work days az ébredés időpontja munkanapokon 
SIw 
sleep inertia on work days (time after 
wake-up to getting out of bed) 
az ébredés és a felkelés között eltelt idő 
munkanapokon 
SDw sleep duration on work days alváshossz munkanapokon 
SDw_corr 
SDw corrected for age and sex according 
to the distribution in the entire database 
alváshossz munkanapokon korra és 
nemre korrigálva a teljes adatbázis 
alapján 
MSW mid-sleep on work days alvási középidő munkanapokon 
ALw  use alarm or not on work days ébresztőóra használata munkanapokon 
BTf bed time on free days a lefekvés időpontja szabadnapokon 
SleepPrepf 
time the participant turns the lights off 
on free days 
a lámpaoltás időpontja szabadnapokon 
SLf sleep latency on free days 
a lefekvés és az elalvás között eltelt idő 
szabadnapokon 
SOf sleep onset on free days az elalvás időpontja szabadnapokon 
SEf sleep end on free days az ébredés időpontja szabadnapokon 
SIf 
sleep inertia on free days (time after 
wake-up to getting out of bed) 
az ébredés és a felkelés között eltelt idő 
szabadnapokon 





SDf corrected for age and sex according 
to the distribution in the entire database 
alváshossz szabadnapokon korra és 
nemre korrigálva a teljes adatbázis 
alapján 
MSF mid-sleep on free days alvási középidő szabadnapokon 
ALf  use alarm or not on free days ébresztőóra használata szabadnapokon 
LEw light exposure (h) on work days 
természetes fény mellett töltött idő 
munkanapokon 
LEf light exposure (h) on free days 
természetes fény mellett töltött idő 
szabadnapokon 
ØLE average weekly light exposure (h) 
heti átlagos természetes fény mellett 
töltött idő 
ØSD average weekly sleep duration heti átlagos alváshossz 
ØSDcorr 
ØSD corrected for age and sex 
according to the distribution in the entire 
database 
heti átlagos alváshossz korra és nemre 
korrigálva a teljes adatbázis alapján 
MSFsc 
MSF corrected for over-sleep on free 
days 
az MSF szabadnapokon mérhető 
megnövekedett alváshosszra korrigált 
értéke 
MSFsasc 
MSFsc corrected for age and sex 
according to the distribution in the entire 
database 
MSFsc korra és nemre korrigálva a teljes 
adatbázis alapján 
SJL social jetlag (abs(MSW-MSF) 
szociális jetlag (MSW-MSF abszolút 
értéke) 
SJLcorr 
SJL corrected for age and sex according 
to the distribution in the entire database 
szociális jetlag korra és nemre korrigálva 
a teljes adatbázis alapján 
SJLw weekly SJL heti szociális jetlag 
SJLw-corr 
SJLw corrected for age and sex 
according to the distribution in the entire 
database 
heti szociális jetlag korra és nemre 
korrigálva a teljes adatbázis alapján 
SDepr/week 
accumulated sleep deprivation per week. 
Calculated by multiplying the difference 
between ØSD and SDw times 
Workdays/week 
heti alváshiány a ØSD és SDw 
különbségéből számolva 
SDeprcorr/week 
SDepr/week corrected for age and sex 
according to the distribution in the entire 
database 
SDepr/week korra és nemre korrigálva a 
teljes adatbázis alapján 
Workdays/week 
number of days participant goes to work 
per week 






5.2. A donorok kiválasztása és a kísérletek menete a leukociták óraműködésének 
vizsgálatához 
 
A kísérletek során vénás vért vettünk egészséges, önkéntes donoroktól. A 
résztvevők (férfiak és nők egyaránt) életkora 20-35 év közötti volt. A kísérlet 
megkezdése előtt minden résztvevő aláírta az Egészségügyi Tudományos Tanács 
Tudományos és Kutatásetikai Bizottsága által jóváhagyott kísérleti beleegyező 
nyilatkozatot, valamint kitöltötte az MCTQ magyar nyelvű változatát [145, 147, 150]. A 
donorok szabályos munkabeosztással, valamint alvás-ébrenléti mintázattal rendelkeztek, 
az átlagos alváshossz munkanapokon 7 ± 0,9 óra, szabadnapokon 9 ± 0,95 óra volt. A 
donorok kiválasztásakor kizáró tényező volt, ha a jelentkező extrém kronotípusú volt (a 
hétközbeni alváshiánnyal korrigált alvási középidő szabadnapokon (MSFsc) <3 óra vagy 
>7 óra), krónikus vagy akut betegségben szenvedett, váltott műszakban dolgozott vagy 
jetlag-nek volt kitéve a kísérletet megelőző egy hónapban, illetve amennyiben 
rendszeresen szedett gyógyszert.  
A 24 órás kísérletek esetében a résztvevők reggel 9 órára érkeztek a 
laboratóriumba. A vérmintákat 10, 13, 16, 19, 22, 1, 4 és 7 órakor vettük. A vérvételek 
között a donorok napja a saját szokásaiknak megfelelően telt (elhagyhatták az intézetet), 
de éjszaka a laboratóriumban tartózkodtak. Az alvást szabadon időzíthették este 22 és 
reggel 7 óra között. Minden résztvevő számára három alkalommal biztosítottunk 
étkezést: reggel 7 óra, dél és este 7 óra körül. Az esti vérvételek (22 óra után) alacsony 
fényintenzitás mellett zajlottak, a donorok lehetséges legminimálisabb zavarása mellett. 
 A kísérletsorozatot az Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és 
Kutatásetikai Bizottsága hagyta jóvá (etikai engedélyek száma: #10895-0/2011-EKU és 
1563/2015). 
 
5.3. Leukociták izolálása vénás vérből 
 
A vérmintákat Vacutainer® CPTTM csövekbe (Beckton-Dickinson) (2x4 ml/ 
vérvétel) vettük, melyek Na-citrátot tartalmaztak antikoagulánsként. A mononukleáris és 
neutrofil sejtfrakciókat ficoll grádiens segítségével különítettük el (centrifugálás 




későbbi felhasználás céljából – 80 °C-on tároltuk. A mononukleáris sejteket a plazma 
alatti sejtgyűrűből, míg a neutrofil granulocitákat a vörösvérsejtek feletti frakcióból 
izoláltuk. A sejtek izolálása után a mintákban lévő vörösvérsejteket ozmotikus lízis 
révén, steril ACK oldatban (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 
7,4) történő inkubálással elimináltuk. A minták tisztaságát metilénkékkel való 
magfestéssel ellenőriztük. A mintákat csak abban az esetben használtuk a kísérletekhez, 
ha annak tisztasága legalább 97% volt. A preparálást követően a sejteket nem tároltuk, 
hanem azonnal elvégeztük a szükséges kísérleteket, illetve elkészítettük a 
preparátumokat. 
 
5.4. A plazma kortizol koncentráció mérése 
 
A -80 oC-on tárolt plazma mintákban a kortizol koncentráció meghatározását 
elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche) segítségével végezték a 
Semmelweis Egyetem Izotóp laborjának munkatársai, a gyártó által javasolt protokoll 
szerint. A mért adatokat minden esetben az adott donor összes mintájában meghatározott 
koncentráció értékek átlagára normalizáltuk.  
 
5.5. Génexpresszió vizsgálata valós idejű PCR segítségével 
 
Közvetlenül az izolálást követően a sejteket Tripure® reagens (Roche) 
segítségével lizáltuk. A sejtekből totál RNS-t preparáltunk a gyártó ajánlása szerint. Az 
izolált RNS minták minőségét (a 28S és 18S riboszomális RNS megfelelő 
elkülönülését) 1%-os agaróz gélen (1% agaróz, 1,75% formalin, MOPS pufferben) való 
futtatással ellenőriztük. 
A minták DNáz kezelése után a cDNS szintézist a QuantiTect® reverz 
transzkripciós kit (Quiagen), illetve a RevertAid® First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific) használatával végeztük a gyártó használati utasítása szerint. A 
Bmal1, Per1, Per2, Per3, Dbp, Rev-erb, Itgb2, Gp91phox, Cxcr4 és -aktin gének 
relatív expresszióját a Light Cycler® 480 rendszer (Roche) használatával mértük, 




alkalmaztuk. A primerek és a TaqMan hidrolízis próbák szekvenciáit a 3. táblázat 
mutatja.  
Annak érdekében, hogy kizárjuk az egyéni expresszióbeli különbségeket, és az 
expresszió mintázatát és amplitúdóját össze tudjuk hasonlítani, a 24 órás kísérletek 
esetében az eredményeket az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára 
normalizáltuk és ábrázoltuk. Az adatok értékeléséhez a „második derivált maximuma” 
módszert alkalmaztuk, az analízist a LightCycler® Relative Quantification Software 
(Roche) használatával végeztük.  
 
5.6. PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányba történő differenciáltatása  
 
A PLB-985 humán mieloid leukémia sejtvonal sejtjei DMSO kezeléssel neutrofil 
granulocita irányba differenciáltathatóak [255-257]. A sejteket 2x105 sejt/ml kiindulási 
sejtsűrűség mellett 1,25% DMSO-val kezeltük RPMI 1640 médiumban, amely 
tartalmazott még L-glutamint (0,3 g/l), 10% hőinaktivált borjú szérumot (FBS), 50 
unit/ml penicillint és 50 μg/ml streptomycint. A sejteket 4 napon keresztül tartottuk 
kultúrában 37°C-os inkubátorban 5% CO2 jelenléte mellett. A differenciáció ellenőrzése 
céljából vizsgáltuk a sejtekben a Cxcr4 kemokin receptor, az Itgb2 (CD18) és a NADPH 






A génexpressziós vizsgálatok során használt primerek és Taqman hidrolízis próbák szekvenciái (F: 




F   5’-ACATCGCTCAGACACCATG-3’ 





F   5’-TCCACTGACTACCAAGAAAGC-3’ 





F   5’-CTAACCCCGTATGTGACCAAG-3’ 





F   5’-TGTTCCACAGTTTCACCTCC-3’ 





F   5’-ATCGTTCTCTGATGGTTGCC-3’ 





F   5’-TGCCCTATCAAGCATTCCTG-3’ 





F   5’-ACCAAGTCACCCTGCTTAAG-3’ 





F   5’-AGGAGTTTCAAGATGCGTGG-3’ 





F   5’-TATGACTCCATGAAGGAACCCTGT-3’  




F   5’-TGTTGAGTGTAGTGGTCGTG-3’ 
R   5’- TTCGAACTTCAGGCACTCG-3’ 
próba 5’-FAM- CACCCTGTGGCAAGTACATCTCCT-TAMRA-3’ 
-aktin 
F   5′-ACCTTCTACAATGAGCTGCG-3′ 






5.7. Western blot analízis 
 
A neutrofil granulocitákban igen magas a proteáz és foszfatáz aktivitás, ezért a 
fehérje degradáció és defoszforiláció minimalizálása érdekében a sejtizolálást követően 
az intakt sejteket előmelegített (95°C) 2x-es redukáló SDS-PAGE Laemmli 
mintapufferben (126 mM Tris-HCl, 20% glicerin, 4% nátrium-dodecil-szulfát, 0,02% 
brómfenolkék, +-merkaptoetanol, pH 6,8) szuszpendáltuk, majd 95°C-on 10 percig 
inkubáltuk.  
A PLB-985 sejtekből teljes sejt lizátumot készítettünk. Minden minta esetében 
107 sejtet 100 μl lízis pufferben (30 mM Na-HEPES, 100 mM NaCl, 2% Triton-X-100, 
20 mM NaF, 1 mM Na-EDTA, 1 mM Na-EGTA, 100 mM benzamidin, 0,02% 
diizopropil-fluorofoszfát, 1 % aprotinin, 1% proteáz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 
1% foszfatáz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 1% fenil-metil-szulfonilfluorid, pH 7,5) 
vettük fel és 10 percig jégen inkubáltuk. Ezt követően a mintákat 12 percig 14000 rpm-
mel, 4°C-on centrifugáltuk, majd a felülúszót 2x-es redukáló Laemmli puffer 
hozzáadása után 5 percig 95 °C-on inkubáltuk. 
A defoszforiláció vizsgálatához a mononukleáris sejtekből készült teljes sejt 
lizátumot (lásd PLB-985 sejt lizátum készítése) puffercsere után (Micro Bio-Spin®, 
Bio-Rad) CIP (Calf Intestinal Phosphatase) alkalikus foszfatázzal (New England 
Biolabs) kezeltük a gyártó ajánlása szerint.  
A fehérjéket 7,5%-os SDS-poliakrilamid gélen szeparáltuk, majd félszáraz blot 
technikával nitrocellulóz membránra vittük át őket. A teljes fehérje mennyiséget 
Ponceau S festéssel detektáltuk. A membránokat az antitesttel való fedést megelőzően 
TBS pufferrel (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,5) mostuk, majd 5% tejport 
tartalmazó TBS pufferrel blokkoltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten billegtetve. 
Ezután anti-BMAL1 poliklonális ellenanyaggal (1:500 arányú hígításban 5% tejport 
tartalmazó TBS oldatban), anti-PER2 poliklonális ellenanyaggal (1:200 arányú 
hígításban 5% tejport tartalmazó TBS pufferben) (Michael Brunner laboratóriumából 
[261, 262]), illetve anti-β-AKTIN monoklonális ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) 
(1:10000 arányú hígításban 5% tejport tartalmazó TBS pufferben) inkubáltuk 4°C-on 
egy éjszakán keresztül billegtetve. Másodlagos ellenanyagként a BMAL1 és PER2 




Rad), a β-AKTIN detektálás esetében HRP-vel konjugált egér Ig ellenes antitestet (Bio-
Rad) alkalmaztunk 1:5000 arányú hígításban 5% tejport tartalmazó TBS pufferben. Az 
első és második antitestekkel történő inkubálások után a membránokat háromszor 10 
percig mostuk TBS-sel. Az előhívás során a membránra ECL (enhanced 
chemiluminescence) oldatot (1,25 mM luminol, 0,2 mM kumarinsav, 0,01% H2O2, 100 
mM Tris, pH: 8,5) pipettáztunk, az enzimreakció során keletkezett kemilumineszcens 
jelet pedig FUJI Super RX filmeken rögzítettük.  
Az ábrákon a Western blot kísérletek töltéskontrolljaként a -AKTIN szintek 
bemutatása mellett a membránok Ponceau S festése utáni képét is bemutatom, 
melyeknél a membrán azon része látható, ahol a specifikus antitestekkel detektálható 
jeleket is látjuk. 
 
5.8. Leukociták immunfluoreszcens festése 
 
A sejtizolálást követően a mononukleáris sejtek és a neutrofil granulociták (106 
sejt/ml HBSS) preparátumának 1-1 ml-ét egymással elegyítettük, majd e keverék sejtjeit 
fedőlemezre centrifugáltuk (300 rpm, 5 perc). A sejteket 20 percig 4%-os 
paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixáltuk, majd PBS-sel (137 mM NaCl, 2,7 mM 
KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) mostuk. Száradás után a lemezeket a 
további feldolgozásig -80oC-on tároltuk. Feldolgozáskor a mintákat 15 percig 
permeabilizáló oldatban (0,5% BSA, 0,1% Tween20, 0,1% saponin PBS-ben oldva) 
inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd két mosási lépést követően 30 percig blokkoló 
oldatban (0,5% BSA HBSS-ben) tartottuk szintén szobahőmérsékleten. A mintákat 
affinitás-tisztított anti-BMAL1 poliklonális antitesttel (1:100 arányú hígításban 
blokkoló oldatban), illetve izotípus kontroll antitesttel (nyúl IgG 1:100 arányú 
hígításban blokkoló oldatban) inkubáltuk 4oC-on egy éjszakán keresztül. Két mosási 
lépés után (PBS) a mintákat ToPro®-3 Jodid (Life Technologies) magfestékkel (1:1000 
arányú hígításban), illetve szamárban termeltetett Alexa-488 konjugált nyúl Ig ellenes 
F(ab’)2 másodlagos antitesttel (Life Technologies) (1:1000 arányú hígításban PBS-ben)  
inkubáltuk 30 percig 4oC-on. Ezután a lemezeket kétszer mostuk PBS-sel, majd Zeiss 
LSM710 lézer-scanning mikroszkóppal vizsgáltuk a festődést 63×/1.40 oil DIC M27 




SP2 black edition (Zeiss) szoftver használatával készítettük. A fluoreszcencia 
intenzitások méréséhez és a képek értékeléséhez az ImageJ 1.48v szoftvert (NIH, USA) 
használtuk. A leukocita típusokat magfestődés alapján azonosítottuk. A kiértékelésnél a 
BMAL1 intenzitást egy sejten belül 2 megkülönböztetett ROI (Region of Interests) 
segítségével mértük: az egyik ROI a sejtmag, a másik a citoplazma volt. A ROI-k 
kijelölését a magfestés alapján, valamint az sejthatár alapján végeztük, ezután a ROI-
kban az átlagos intenzitást mértük. Kontrollként az izotípus kontroll antitesttel festett 
mintákat használtuk. Az adatokat az azonos fedőlemezen lévő monocitákban mérhető 
átlagos sejtmagi intenzitásra normalizáltuk.  
 
5.9. Neutrofil granulociták kezelése kortizollal 
 
Az izolált neutrofil granulocitákat 50 unit/ml penicillint és 50 μg/ml 
streptomycint tartalmazó szérummentes RPMI 1640 médiumban inkubáltuk 60 percen 
keresztül 37°C-on, 5% CO2 jelenlétében. A sejtsűrűséget előzetesen 3x105 sejt/ml-re 
állítottuk be. Ezután 300 ng/ml kortizolt (Sigma-Aldrich) vagy vehikulumot adtunk a 
sejtekhez és újabb 60 percig inkubáltuk őket. 
 
5.10. A neutrofil granulociták oldalirányú fényszórásának (SSC) mérése 
 
A sejtizolálást követően a neutrofil granulocitákat 4%-os paraformaldehiddel 
fixáltuk és 4°C-on tároltuk. Az oldalirányú fényszórást Beckman Coulter Cell Lab 
Quanta SC áramlási citométerrel mértük. Az adatokat WinMDI 2.9 szoftverrel (Purdue 
University Cytometry Laboratories, West Lafayette) analizáltuk. A mért értékeket az 




5.11. Perifériás vérminták hisztológiai festése 
 
A neutrofil granulociták érési stádiumainak elkülönítése céljából, ujjbegyből vett 
vérből tárgylemezre kenetet készítettünk. A kenetek száradása után May-
Grünwald/Giemsa oldattal (Sigma-Aldrich) festést végeztünk a gyártó által javasolt 
protokoll szerint. Meander-vonal mentén haladva mintánként 100 sejtet számoltunk 
meg és a sejtmag szegmentáltsága alapján megállapítottuk, hogy milyen a fejlődési 
alakok százalékos megoszlása. 
 
5.12. A plazma CXCL12 koncentrációjának meghatározása 
 
A CXCL12 koncentráció meghatározását a Human SDF-1 alpha ELISA 
Immunoassay kit (R&D Systems) segítségével végeztük, a gyártó által javasolt 
protokoll szerint. A mért adatokat minden esetben az adott donor összes mintájában 
mért értékek átlagára normalizáltuk.  
 
5.13. Neutrofil granulociták szuperoxid termelésének mérése 
 
A neutrofil granulociták szuperoxid termelésének követésére kemilumineszcens 
módszert alkalmaztunk, mellyel az extracelluláris tér felé és a fagoszómában történő 
szuperoxid termelés egyaránt követhető. Ennek során a sejteket HBSS-ben 
szuszpendáltuk fel, a sejtsűrűséget 4x106/ml-re állítottuk be. Ebből a szuszpenzióból 
180 µl-es mennyiségeket mértünk 96 lyukú fehér lemez mintatartóiba. A kísérlethez 
használt HBSS oldat 0,1 M DMSO-ban oldott lucigenint (Sigma-Aldrich) tartalmazott. 
A szuperoxid termelést 20 µl opszonizált zimozán hozzáadásával indítottuk. Az 
opszonizáláshoz 15 mg zimozánt (Sigma-Alrich) 350 l kevert humán savóban (3 
egészséges férfi donor szérumának egyenlő arányú keveréke) vettünk fel, majd a 
szuszpenziót 30 percig 37 oC-on inkubáltuk.  A sejtek stimulálását követően a 
lumineszcencia intenzitását 37 oC-on 30 percig követtük Mithras LB 940 Multilabel 
Reader (Berthold Technologies) készülékben. Az eredmények értékeléséhez a 




5.14. Neutrofil granulociták fagocitózis készségének meghatározása 
 
A neutrofil granulociták fagocitózis készségének mérésekor opszonizált GFP-t 
expresszáló Staphylococcus aureus-t [263] használtunk. A baktériumok 
opszonizációjához 9x108 baktériumot szuszpendáltunk 900 µl HBSS+ oldatban (HBSS 
oldat, amely tartalmaz 1 mM CaCl2-t, 1 mM MgCl2-t, 0,1% glukózt, 10 mM HEPES-t 
és 0,25% BSA-t, pH 7,4), majd 100 l kevert humán savót adtunk hozzá és 37°C-on 20 
percig inkubáltuk. Ezután PBS pufferben mostuk a baktériumokat, majd 5×106 
baktériumot és 5×104 neutrofil sejtet kevertünk össze és 12 mm átmérőjű üveg 
fedőlemezre centrifugáltuk őket (5 perc, 300 rpm). Ez után 37°C-on 10 percig 
inkubáltuk a lemezeket 5% CO2 jelenlétében. Egy mosási lépést követően a mintákat 
4%-os paraformaldehiddel fixáltuk, majd Zeiss LSM710 lézer-scanning mikroszkóppal 
vizsgáltuk őket 63×/1.40 oil DIC M27 immerziós objektívet használva (Plan-
Apochromat, Zeiss). A képeket a ZEN 2011 SP2 black edition (Zeiss) szoftver 
segítségével készítettük. A minták értékelésekor 100 neutrofil granulocitát számoltunk 
meg és meghatároztuk a sejtek fagocitózis indexét (bekebelezett baktériumok 
száma/100 neutrofil sejt). 
 
5.15. Statisztikai analízis 
 
A statisztikai analízishez a SigmaPlot 11.0 szoftvert használtuk. Az értékeket t-
próbával és varianciaanalízissel (ANOVA) hasonlítottuk össze. A post hoc 
összehasonlítások során a Tukey-tesztet, valamint a Bonferroni módszert alkalmaztuk. 
A 24 órás adatsorok ritmus analíziséhez a Time Series Analysis – Single Cosinor 
v6.2 Software-t (Expert Soft Technologie) használtuk, és 24 órás periódushosszú 
cosinus görbét illesztettünk az adatsorokra. Az akrofázisok azt az időpontot jelentik, 
amikorra a vizsgált paraméter maximuma esik a statisztikai analízis szerint.  
 Az ábrákon az adatokat minden esetben átlag ±/+ standard hibaként (S.E.M.) 







6.1. A Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) magyarra fordítása és 
validálása 
 
Az ember cirkadián ritmusának meghatározásához alkalmazható legkönnyebb és 
legelterjedtebb módszer az alvás/ébrenlét ritmus vizsgálata.  Az alvás/ébrenléti ciklusok 
kialakításában homeosztatikus és szociális faktorok, valamint a cirkadián óra is részt 
vesznek. Az alvás/ébrenlét időzítése nagy egyéni variabilitást mutat, mintázatát 
kérdőívek segítségével [117, 264] és aktigráfiás mérésekkel [265] is követhetjük. A 
leggyakrabban használt kérdőívek egyike a Morningness-Eveningness Questionnaire 
(MEQ) [264, 266-268], mely az egyén alvási időzítését és fizikai aktivitását preferencia 
alapú kérdésekkel méri fel, és a válaszok alapján kapott pontszám jellemzi az egyén 
ritmusának korai vagy késői jellegét. Ez a pontszám jó összefüggést mutat a ritmust 
jellemző számos élettani paraméter fázisával, ilyenek a testhőmérséklet ingadozása 
[269, 270], a kortizol- [271, 272], valamint a melatonin koncentráció napi ingadozása 
[273-275]. Ezzel szemben az általunk használt Munich Chronotype Questionnaire 
(MCTQ) [117] pontos időpontok felvételével külön méri fel a hétköznapi és hétvégi 
alvási mintázatot, így lehetőséget ad az alvásfázis megállapítására. Ennek jellemzője a 
munkanapokon (MSW) és a szabadnapokon (MSF) mért alvási középidő. Ezen 
paraméterek különbsége pedig a szociális jetlag (SJL). Az MSF szabadnapokon mérhető 
megnövekedett alváshosszra korrigált értéke a kronotípust számszerűen jellemző MSFsc. 
Nagy előnye az MCTQ-nak, hogy a kérdőív 2002-es kidolgozása óta a világ sok 
országából már nagy számú adat (n > 150000) gyűlt össze, valamint összehasonlítva a 
preferencia alapú kérdőívekkel, a szabadnapokon mérhető alvási paraméterek jobb 
korrelációt mutatnak a melatonin kezdeti emelkedésével [276], így jobb indikátorai az 
egyén ritmusának. A fenti előnyök mellett azért is esett a választásunk e kérdőívre, mert 
egy, a dolgozatban nem tárgyalt, de a felméréshez szorosan kapcsolódó tanulmányhoz 
szükségünk volt a SJL meghatározására. A kérdőív segítségével a 2. táblázatban 
bemutatott paraméterek felvételére nyílik lehetőség. Az angol nyelvű kérdőív magyarra 
fordítása után (9. ábra) szükség volt a kérdőív validálására. Ehhez egyrészt a kérdőívet 




ellenőrzésének céljából, valamint 2009 és 2012 között a Semmelweis Egyetem 753 
hallgatójának bevonásával teszteltük.  
A 4. táblázatban a teljes mintában (n=753), valamint a nők és férfiak esetében 
külön külön mért MSF, MSW, MSFsc, valamint SJL értékeket tüntettük fel. Korábbi 
irodalmi adatokkal megegyezően [117, 119] az általunk felvett adatok esetében az 
átlagos MSFsc 4 óra 04 perc, az átlagos szociális jetlag 1 óra 24 perc. Emellett a 
férfiaknál szignifikánsabban későbbi kronotípus (MSFsc) volt mérhető, mint nők 
esetében. 
 
4. táblázat  
MSF, MSW, MSFsc és SJL értékek a teljes mintára, illetve a nők és férfiak esetében mért értékek 
összehasonlítása. Az adatokat átlag ± S.E.M.-ként ábrázoltuk (t-próba, n=753). 
 Összes  Férfiak Nők p 
MSF (helyi idő, óra:perc) 4:50 ± 0:02 5:03 ± 0:05 4:45 ± 0:03 0,001 
MSW (helyi idő, óra:perc) 3:27 ± 0:02 3:36 ± 0:04 3:23 ± 0:02 0,001 
MSFsc (helyi idő, óra:perc) 4:04 ± 0:02 4:18 ± 0:04 3:57 ± 0:02 <0,001 
SJL (óra:perc) 1:24 ± 0:02 1:28 ± 0:04 1:22 ± 0:02 0,23 
 
A fény az egyik legfontosabb Zeitgeber a cirkadián ritmus szempontjából, így 
nem meglepő, hogy a kronotípus szoros korrelációt mutat a napfelkelte időpontjával, 
illetve a földrajzi szélességgel. Bár egy időzónán belül a „szociális idő” azonos, a 
napfelkelte időpontjában akár 1 órás eltérés is lehet. Roenneberg és munkatársai 2007-
ben publikált adatait felhasználva a közép-európai időzónában mérhető kronotípus-
földrajzi szélesség összefüggésről [277] megvizsgáltuk, hogy az általunk mért alvási 
középidő adatok illeszkednek-e a bemutatott összefüggés egyenesére. A korábban 
publikált adatokkal együtt a pontok Németország nyugati határától egészen Budapestig 
nyugat-keleti irányban lefedik a teljes időzónát. Az adatokból látható (10. ábra), hogy az 
időzónán belül is szoros az összefüggés a földrajzi elhelyezkedés és a kronotípus között, 
valamint, hogy a budapesti adatok jól illeszkednek az egyenesre.  
Eredményeink alapján elmondható, hogy az MCTQ kérdőív magyar nyelvű 
változatával az irodalmi adatok reprodukálhatóak, így a kérdőívet validáltnak, illetve a 






9. ábra  





10. ábra  
A kronotípus (MSFsc) átlagának változása földrajzi elhelyezkedés (hosszúsági fok) szerint. 
A kronotípust (MSFsc) korra és nemre korrigáltuk és helyi idő szerint ábrázoltuk. üres szimbólumok: 
korábban publikált adatok (r=0,96, p<0,001, [277], piros szimbólum: Semmelweis Egyetem, Budapest 
(keleti hosszúság: 19.04o) (n=753). 
 
6.2. Neutrofil granulociták és mononukleáris sejtek óragén expressziójának 
összehasonlítása 
 
Számos adat utal arra, hogy a különböző hemopoetikus eredetű sejtekben, mint a 
makrofágok, eozinofil granulociták, T- és B-limfociták, dendritikus sejtek, NK sejtek és 
monociták, működik a molekuláris óra [167-175]. Bár korábban kimutatták, hogy 
óragének a neutrofil granulocitákban is expresszálódnak [249, 250], egyértelmű 
bizonyíték nem állt rendelkezésünkre arról, hogy működik-e a molekuláris oszcillátor 
ezekben a sejtekben. Munkánk során először azt szerettük volna megvizsgálni, hogy 
milyen a fő órakomponensek expressziójának napi mintázata humán neutrofil 
granulocitákban. A kísérletekhez az általunk magyarra fordított és validált MCTQ 
kérdőívet kitöltők közül 6 egészséges, átlagos kronotípusú (3 óra <MSFsc< 7 óra) 
önkéntes donort választottunk. A kísérlet során délelőtt 10 órától másnap reggel 7 óráig 
3 órás időközönként vettünk vénás vért a donoroktól. A kísérletek során minden 
időpontban meghatároztuk a plazma kortizol koncentrációt is. A kortizol koncentráció 




másrészt a túlzottan magas kortizol koncentráció utalhatna a mintavételezés alatti akut 
stresszre [278]. A vártnak megfelelően a plazma kortizol koncentáció napi ritmust 
mutatott, melynek maximuma a délelőtti órákban volt mérhető (akrofázis: 9 óra 33 perc) 
(11. ábra), valamint az értékek minden donor esetében a normál tartományon belül (<25 




A plazma kortizol koncentráció napi ingadozása 
A vérmintákat 3 órás időközönként vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Az adatokat mindig 
az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára normalizáltuk (n=4, átlag  S.E.M.). A szaggatott 
vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,05, cosinor analízis, 
akrofázis: 9 óra 33 perc).  
 
A sejtek kipreparálása után az RNS izolálást és cDNS szintézist követően valós-
idejű PCR-rel vizsgáltuk a molekuláris óra fő komponenseinek kifejeződését. A 
kísérleteknél kontrollként ugyanazon vérmintákból a mononukleáris sejteket is 
szeparáltuk és vizsgáltuk, mivel irodalmi adatok alapján [169, 173, 279] ezekben a 
sejtekben biztosan működik a molekuláris óra, azaz jó összehasonlítási alapnak 
szolgálhatnak a neutrofilek óraműködésének vizsgálatakor. A mononukleáris sejtek és a 
neutrofil granulociták óragén expressziós mintázatának összehasonlításakor a Bmal1, a 
Per1, a Per2, a Per3, a Dbp és a Rev-erb órakomponensek expresszióját vizsgáltuk. 
Referenciaként a Gapdh háztartási gént használtuk, mivel ezt a referenciát korábban 
már több leukocita típus ritmusának vizsgálatakor is sikerrel alkalmazták [168, 280-




referencia gén a -aktin [171, 173, 279, 283], a Gapdh expressziót -aktin expresszióra 
normalizálva ellenőriztük, hogy a neutrofil granulocita sejtekben a Gapdh kifejeződése 
mutat-e esetleg napi ritmust. Az irodalomban bemutatott sejttípusokhoz hasonlóan a 




A neutrofil granulocitákban mérhető Gapdh expresszió a nap folyamán. 
A vérmintákat 3 órás időközönként vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Referenciaként -
aktint alkalmaztunk. Az adatokat mindig az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára 
normalizáltuk (n=6, átlag  S.E.M., p=0,418, cosinor analízis).  
 
A mononukleáris sejtek esetében a Per1, a Per2, a Per3 és a Dbp expresszió az 
irodalomban korábban leírtaknak megfelelő fázisban és amplitúdóval oszcillált [169, 
173, 279]. A Bmal1 expressziója tendenciózus ingadozást mutatott (p=0.055), a Rev-
erb expresszió pedig egyáltalán nem mutatott 24 órás ritmust (13. ábra, 5. táblázat). 
Ezzel szemben a neutrofil granulociták esetében csak a Per1, a Dbp és a Rev-erb 
esetében tapasztaltunk alacsony amplitúdójú de szignifikáns oszcillációt, míg a Per2, a 
Per3 és a Bmal1 kifejeződése nem volt ritmusos (13. ábra, 5. táblázat). Ezen 
eredmények alapján elmondhatjuk, hogy a két sejtpopuláció óragén expressziós 






Az óragének expressziós mintázatának összehasonlítása mononukleáris sejtekben és neutrofil 
granulocitákban. 
A vérmintákat 3 órás időközönként vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Referenciaként 
Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat mindig az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára 
normalizáltuk (n=6, átlag  S.E.M.). A szaggatott vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe 





5. táblázat  
Az óragének expressziójának akrofázisai mononukleáris sejtekben és neutrofil granulocitákban. 
Sejttípus Óragén Akrofázis (óra:perc) p 
Mononukleáris sejtek 
Per1 8 : 26 0,0128 
Per2 7 : 15 0,0002 
Per3 5 : 46 0,0001 
Dbp 3 : 44 0,0400 
Neutrofil granulociták 
Per1 9 :51 0,0308 
Dbp 2 : 40 0,0024 
Rev-erb 1 : 24 0,0022 
 
Mivel előfordulhat, hogy a háztartási gének, így a Gapdh expressziója is 
különbözik a két sejttípus között, a következő összehasonlításban a Bmal1 expressziót 
használtuk referenciaként, mint az óraműködés belső kontrollja. Feltételeztük, hogy ha 
két különböző sejtben a molekuláris óra hasonlóan és szinkronban működik, egy adott 
időpontban az óragének kifejeződésének aránya is hasonló kell, hogy legyen. Az 
elemszám növelése érdekében ehhez a kísérlethez további donorokat is bevontunk a 
vizsgálatba és meghatároztuk az óragének Bmal1 expresszióhoz viszonyított 
kifejeződését délután 13 és éjjel 1 órakor, ugyanis ezekben az időpontokban mindkét 
sejttípus esetén átlaghoz közeli volt az óragének expressziója (lásd 13. ábra), így ezen 
kiértékelést alkalmazva az esetleges amplitúdóbeli különbségek nem befolyásolják az 
összehasonlítást. Bár a Per1 expresszió nagyon hasonlónak bizonyult a kétféle sejtben, 
a Per2, a Per3, a Dbp és a Rev-erbaránya szignifikánsan alacsonyabb volt a neutrofil 
granulocitákban (14. ábra).  
Ezen eredményeink is megerősítik, hogy a molekuláris óra másképpen működik 







Az órakomponensek aránya mononukleáris sejtekben és neutrofil granulocitákban. 
A vérmintákat délután 13 órakor és éjjel 1 órakor vettük. Referenciaként Bmal1-et alkalmaztunk. Az 
adatokat mindig az adott donor 13 órás mintájában mért értékre normalizáltuk (n=10-12, átlag + S.E.M., 
*p<0,05,  ANOVA, Bonferroni módszer).  
 
6.3. Neutrofil granulociták és mononukleáris sejtek PER2 és BMAL1 fehérje 
expressziójának összehasonlítása 
 
A következő kísérlet során összehasonlítottuk a mononukleáris és a neutrofil 
frakciókban a PER2 és BMAL1 fehérjék expresszióját. A sejteket 7, 13, 19 és éjjel 1 
órakor izoláltuk, majd a fehérjék kifejeződését Western blottal vizsgáltuk. Míg a 
mononukleáris sejtek esetében minden vizsgált időpontban gyenge intenzitással, de 
detektálható volt a PER2 fehérje, a neutrofil mintákban nem volt kimutatható (15. ábra). 
A mononukleáris sejtekben a BMAL1 expressziója, hasonlóan az RNS expresszióhoz 
(lásd 13. ábra), emelkedett a nap folyamán. Ezzel szemben a neutrofil granulocitákban 
nem volt napi ingadozás a fehérje kifejeződésében. Továbbá, míg a mononukleáris 




meg, a neutrofil granulocitáknál csak a magasabb elektroforetikus mobilitású BMAL1 




PER2 és BMAL1 expresszió összehasonlítása mononukleáris sejtekben és neutrofil granulocitákban 
Western blot analízissel. 
 A sejteket a feltüntetett időpontokban izoláltuk. A bal oldalon található számok a molekulasúly markert 
(kDa) jelölik. Töltéskontrollként a teljes fehérjemennyiséget (TF) és a -AKTIN expressziót alkalmaztuk.  
 
A BMAL1 fehérje számos oldalláncon foszforilálódhat, ez a foszforiláció pedig 
fontos szabályozója a fehérje aktivitásának [45, 52, 53]. A következő kísérletben 
mononukleáris sejtekből készült teljes sejt lizátumot kezeltünk alkalikus foszfatázzal. 
Ennek következtében a BMAL1-nek csak a nagyobb elektroforetikus mobilitású 
formája volt detektálható a Western blotton (16. ábra), ami arra utal, hogy a különböző 




Mononukleáris sejtekből készült sejt lizátum kezelése alkalikus foszfatázzal. 





Irodalmi adatok alapján ismert, hogy a BMAL1 foszforiláltsági állapota 
pozitívan korrelál a sejtmagban való felhalmozódásával [52]. Ezért a következő kísérlet 
során arra kerestük a választ, hogy milyen a fehérje sejten belüli lokalizációja. A 
preparált leukocitákat fixáltuk, majd immunfestést végeztünk. A festést követően a 
sejteket magmorfológia alapján azonosítottuk. A neutrofil granulociták sejtmagjában 
szignifikánsan alacsonyabb volt a BMAL1 fehérje szint, mind a limfocitákhoz, mind a 
monocitákhoz képest (17. ábra A, B). Emellett, míg a monociták esetében a fehérje 
egyenlő eloszlást mutatott a sejtmag és a citoplazma között, és a limfocitákban 
túlnyomórészt a sejtmagban volt detektálható, a neutrofil granulocitákban a 
citoplazmában volt magasabb a fehérje szintje (17. ábra A, B). Az izotípus kontroll 
antitesttel való jelölés esetében minden sejttípusnál hasonló volt a citoplazma/sejtmag 
festődés aránya (18. ábra), ami arra utal, hogy a BMAL1 valóban eltérő sejten belüli 
lokalizációt mutat a sejtekben. 
Összefoglalva elmondható, hogy a PER2 és BMAL1 fehérjék expressziója 
alacsonyabb neutrofil granulocitákban, mint a mononukleáris frakcióban. Ez is, és a 
BMAL1 fehérje foszforiláltsági állapota és sejten belüli elhelyezkedése is arra utal, 
hogy a neutrofil granulociták óraműködése különbözik a többi leukocitáétól. Ennek 
alapján felmerül a kérdés, hogy az alacsony expressziót mutató és döntően citoszolikus 






A BMAL1 fehérje sejten belüli lokalizációja leukocitákban. 
(A) Mononukleáris sejtek és neutrofil granulociták immunfestése. A leukocitákat 13 órakor preparáltuk. 
Piros: sejtmag jelölés (ToPro3); zöld: BMAL1/izotípus kontroll antitesttel történő jelölés (Alexa488). (N: 
neutrofil granulocita, M: monocita, L: limfocita) (B) A BMAL1-specifikus jelölés statisztikai értékelése. 
Az adatokat az azonos fedőlemezen lévő monocitákon mért átlagos sejtmagi intenzitásra normalizáltuk. 
(n=28-41, átlag + S.E.M., *p<0,05, ANOVA, Bonferroni módszer). (N: sejtmagi intenzitás, C: 






A BMAL1 és izotípus kontroll antitesttel való jelölődés összehasonlítása. 
A leukocitákat 13 órakor preparáltuk. A BMAL1-specifikus és izotípus kontroll citoplazmatikus és 
sejtmagi jelölődést hasonlítottuk össze. Az adatokat az azonos fedőlemezen lévő monocitákon mért 
átlagos sejtmagi intenzitásra normalizáluk (N: sejtmagi intenzitás, C: citoplazmatikus intenzitás).  Az 
adatokat átlag + S.E.M.-ként ábrázoltuk (n=13-41, *p<0,05, ANOVA, Bonferroni módszer).  
 
6.4. Az órakomponensek expressziójának vizsgálata PLB-985 sejtek neutrofil 
granulocita irányú differenciációja során 
 
Mivel a mononukleáris sejtek és a neutrofil granulociták fejlődése már a 
csontvelőben szétválik, így feltételeztük, hogy a molekuláris oszcillátor működésében 
tapasztalt különbségek esetleg a sejtek fejlődésére és differenciációjára vezethetők 
vissza. Mivel ezen vizsgálat humán primer sejteken csak nagyon nehezen lenne 
kivitelezhető, vizsgálati modellként a PLB-985 humán akut mieloid leukémia 
sejtvonalat választottuk, mely DMSO kezeléssel neutrofil granulocita irányba 
differenciáltatható [255-257]. Megvizsgáltuk, hogy hogyan változik az órakomponensek 
expressziója a sejtek differenciálódása során. A differenciáció kontrolljaként különböző 
érési markerek kifejeződését követtük: vizsgáltuk a sejtek Cxcr4 kemokin receptorának, 
Itgb2 integrinjének (CD18) és a NADPH oxidáz Gp91phox alegységének expresszióbeli 
változását [258-260]. A kezelést követő 4 napos differenciálódási időszak alatt az összes 






Érési markerek expressziójának változása PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányú 
differenciációja során. 
A mérésekhez belső kontrollként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat a differenciáció kezdete után 24 
órával vizsgált mintákban mért expresszióra normalizáltuk (n=4, átlag + S.E.M., *p<0,05, egyszempontos  
ANOVA, Tukey-teszt). 
 
A különböző óragének kifejeződését a Bmal1 expresszióhoz viszonyítva 
vizsgáltuk (20. ábra). Ezen belső kontroll segítségével nyomon követhetők a 
molekuláris oszcillátor működésében történő változások. A négy napos differenciálódási 
időszak alatt szignifikánsan csökkent a sejtekben a Per1 és a Per2 expresszió, azonban a 







Az óragének expressziójának változása PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányú differenciációja 
során. 
A mérésekhez belső kontrollként Bmal1-et alkalmaztunk. Az adatokat a differenciáció kezdete után 24 
órával vizsgált mintákban mért expresszióra normalizáltuk (n=4, átlag+S.E.M.,  *p<0,05, egyszempontos 
ANOVA, Tukey-teszt). 
 
A génexpresszió változásaiból kiindulva, a PER2 fehérje szinteket is 
összehasonlítottuk a differenciáltatást követő 24. és 96. órában, mely a Western blot 
alapján csökken a differenciáció alatt (21. ábra A, B). Irodalmi adatokkal 







A PER2 fehérje expresszió változása PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányú differenciációja 
során a kezelést követő 24. és 96. órában. 
(A) PER2 és -AKTIN expresszió Western blot analízise 24 és 96 órával a differenciáltatás kezdete 
(DMSO hozzáadása) után. A bal oldalon található számok a molekulasúly markert (kDa) jelölik. (B) A 
PER2 denzitometriás analízise a 24 és 96 órás mintákban. Az adatokat a 24 órás mintákban mért értékekre 
normalizáltuk (n=4, átlag+S.E.M., *p<0,05, egymintás t-próba). Töltéskontrollként a teljes 
fehérjemennyiséget (TF) alkalmaztuk. 
 
Annak bizonyítására, hogy a PER2 fehérje kifejeződésének csökkenését nem 
egy esetleges fázis eltolódás miatt látjuk, a differenciáltatást követő 18-36. órában, 
valamint 72-90. órában 6 óránkénti mintavételezéssel szintén megvizsgáltuk a fehérje 
expressziót. Bár a PER2 szintek ingadoztak, a 4. nap minden időpontjában alacsonyabb 




A PER2 fehérje expresszió változása PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányú differenciációja 
során. 
Western blot analízis a differenciáltatás kezdete (DMSO hozzáadása) utáni első (18-36. óra) és utolsó (72- 
90. óra) napon. A  bal oldalon található számok a molekulasúly markert (kDa) jelölik. Töltéskontrollként 




Ezen kísérletek alapján elmondható, hogy a molekuláris oszcillátor működése 
megváltozik PLB-985 sejtekben a neutrofil granulocita irányú differenciáció alatt. 
 
6.5. Kortizol hatásának vizsgálata neutrofil granulociták óragén expressziójára 
 
Mivel eredményeink arra utalnak, hogy neutrofil granulocitákban az óraműködés 
nem olyan robusztus, mint más leukocitákban, felvetődött a kérdés, hogy a sejtek 
perifériás órájának működése szükséges-e a sejtek válaszkészségének napi 
ingadozásához. Alternatív lehetőségként felmerül, hogy az óragének oszcillációjáért és a 
sejtek válaszreakciójának napi ingadozásáért szisztémás hatások felelősek. 
Mononukleáris sejtekben in vivo és in vitro is megemelkedik a Per1 expresszió 
glukokortikoidok hatására [284, 285]. Mivel eredményeink alapján neutrofil 
granulocitákban is ritmusos a Per1 expresszió (13. ábra), és a maximuma a délelőtti 
órákban van (akrofázis: 9 óra 51 perc), amikor a kortizol koncentráció emelkedett a 
plazmában (11. ábra), megvizsgáltuk, hogy izolált sejtek óragénjeinek kifejeződése 
érzékeny-e kortizol kezelésre. A vérmintákat délután 15 órakor vettük, amikor a kortizol 
koncentációja már csökkenő szakaszban van a plazmában. Az izolált sejteket ezután 
fiziológiás szempontból releváns mennyiségű (300 ng/ml) kortizollal kezeltük és 60 
perc elteltével vizsgáltuk az óragének expresszióját. Míg a Per1 expresszió ez idő alatt 
több mint ötszörösére növekedett, más óragének szintje nem változott (23. ábra). Ezen 
eredmények alapján arra következtetünk, hogy a Per1 gén expressziója humán neutrofil 
granulocitákban is glukokortikoid befolyás alatt áll, valamint, hogy a Per1 








A kortizol hatása az óragének expressziójára neutrofil granulocitákban. 
15 órakor vett vérmintákból izoláltuk a sejteket, majd a kortizol kezelést követően 60 perccel vizsgáltuk 
az óragének expresszióját. Az értékeket a kontroll mintákban mért expressziós szintekre normalizáltuk 
(szaggatott vonal) (n=4, *p≤0,001, egymintás t-próba). 
 
6.6. A perifériás neutrofil granulocita populáció kor szerinti megoszlásának 
vizsgálata  
 
Casanova-Acebes és kollégái egéren végzett kísérleteik során kimutatták, hogy 
az idős neutrofil sejtek keringésből való eliminációja, valamint ezzel párhuzamosan a 
perifériás vérben található neutrofil granulocita populáció korbeli összetétele napi 
ingadozást mutat [179]. Mivel a sejtek patogének elleni válaszkészsége változhat a 
neutrofil granulociták érése során, a sejtpopuláción belüli koreloszlás változása szintén 
hozzájárulhat az effektor reakciók hatékonyságának ritmusos változásához. A CXCR4 
kemokin receptor expressziója egér neutrofil granulociták érése és öregedése során 
növekszik [179, 286], így annak eldöntésére, hogy humán neutrofil granulociták 
esetében is megvan-e ez a kor szerinti eloszlás változás, következő kísérletünkben 
megvizsgáltuk, hogy hogyan alakul a perifériás neutrofil granulocita populációban a 
Cxcr4 expresszió a nap folyamán. A 24. ábra A részén látható, hogy a receptor 
kifejeződése szignifikáns oszcillációt mutatott, melynek maximuma az esti órákban volt 




érésük során [287]. Mivel a sejtek granuláltságával jól korrelál az áramlási citométerrel 
mérhető oldalirányú fényszórás (SSC) [179], a következő kísérletben az SSC napi 
ingadozását vizsgáltuk. Ebben a paraméterben is napi ritmust tapasztaltunk (24. ábra B), 
a maximum a reggeli órákra esett (akrofázis: 7 óra 50 perc). Mindezen eredmények arra 
utalnak, hogy a kor szerinti eloszlás változik a nap folyamán: az idős sejtek aránya 
magasabb az esti/éjszakai időszakban, mint a reggeli/nappali időszakban. Ennek további 
vizsgálatára ujjbegyből vett vérből keneteket készítettünk reggel 7 és este 19 órakor és 
magmorfológia alapján értékeltük a sejtek érettségi állapotát. Eszerint 4 kategóriába 
soroltuk a sejteket, érési sorrendben: metamielocita/band, szegment1, szegment 2 és 
hiperszegment (24. ábra C, bal oldal). Amennyiben a metamielocita/band és szegment1 
sejteket fiatalnak, a szegment 2 és hiperszegment sejteket pedig idősnek tekintettük, 
napszaki különbség volt kimutatható a két csoport arányában. Míg az esti minták 
esetében szignifikánsan magasabb volt az idős sejtek aránya, a reggeli mintákban nem 
volt különbség a fiatal/idős sejtek számában (24. ábra C, jobb oldal). Ez megerősíti az 
eddigi eredményeinket, miszerint a neutrofil granulocita populációban változik a sejtek 







Neutrofil granulociták kor szerinti eloszlásának vizsgálata perifériás vérben. 
(A) Cxcr4 expresszió neutrofil granulocitákban az idő függvényében. A vérmintákat 3 órás időközönként 
vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Referenciaként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat 
mindig az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára normalizáltuk (n=6, átlag  S.E.M.). A 
szaggatott vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,05, cosinor 
analízis, akrofázis: 20 óra 01 perc) (B) Neutrofil granulociták esetében mért oldalirányú fényszórás (SSC) 
az idő függvényében (n=4, átlag  S.E.M., a mintavétel és normalizálás egyezik az A ábrarésznél leírttal). 
A szaggatott vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,05, 
cosinor analízis, akrofázis: 7 óra 50 perc) (C) Neutrofil granulociták fejlődési stádiumainak vizsgálata 
magmorfológia alapján. A keneteket reggel 7 és este 19 órakor készítettük. Minden minta esetében 100 
sejtet számoltunk meg és megállapítottuk, hogy milyen a bal panelen látható fejlődési alakok százalékos 





Mivel a neutrofil granulociták csontvelőből való kiárámlásának, homing-jának és 
eliminációjának fontos szabályozói a különböző csontvelői citokinek és kemokinek, 
feltételeztük, hogy a populáció koreloszlásában mérhető ingadozásokat is 
befolyásolhatják. A CXCR4 receptor liganduma a CXCL12 kemokin, mely legnagyobb 
mértékben a csontvelőben expresszálódik [288], így a plazmában mérhető 
koncentrációjának esetleges ingadozása a csontvelő ritmusos működésének indikátora 
lehet.  Ahogy a 25. ábran is látható a CXCL12 plazma koncentrációja ingadozik a nap 
folyamán, hasonló fázisban (akrofázis: 23 óra 55 perc), mint a sejtekben mérhető Cxcr4 




A plazma CXCL12 koncentrációjának napi ingadozása. 
A vérmintákat 3 órás időközönként vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Az adatokat mindig 
az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára normalizáltuk (n=4, átlag  S.E.M.). A szaggatott 
vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,05, cosinor analízis, 
akrofázis: 23 óra 55 perc).  
 
Ezen eredményeink megerősítik azt a feltevést, miszerint a neutrofil 
granulociták időfüggő eliminációjában és kor szerinti eloszlásának ingadozásában 
szerepe lehet a csontvelői működés napi ingadozásának. 
Számos adat támasztja alá, hogy a neutrofil granulociták száma is ingadozik a 
nap folyamán, a maximum pedig este 8 és éjjel 2 között mérhető [160, 247, 248]. A 
sejtek preparálásakor megvizsgáltuk a mintákban mérhető abszolút neutrofil granulocita 
sejtszámot, és az irodalommal egyezően szignifikáns oszcillációt tapasztaltunk (26. 






A neutrofil granulocita sejtszám napi ingadozása. 
A vérmintákat 3 órás időközönként vettük délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Az adatokat mindig 
az adott donor összes mintájában mért értékek átlagára normalizáltuk (n=4, átlag  S.E.M.). A szaggatott 
vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,0001, cosinor analízis, 
akrofázis: 23 óra 36 perc).  
 
6.7. Neutrofil granulociták szuperoxid termelésének és fagocitózis készségének 
vizsgálata 
 
A neutrofil sejtek érése során a Gp91phox expressziójának növekedése figyelhető 
meg (19. ábra, [258]), így a neutrofil granulocita populáció kor szerinti megoszlásának 
ingadozása felveti a lehetőségét, hogy a Gp91phox expresszió is napi ingadozást mutat. 
Ahogy a 27. ábra A részén látható, az expresszió oszcillál, maximuma pedig a késő esti 
időszakban mérhető (akrofázis: 23 óra 41 perc), tehát akkor, amikor az idős sejtek 
aránya magasabb. Annak eldöntésére, hogy az oxidáz alegység expressziójának 
ingadozása korrelál-e a sejtek szuperoxid termelő képességével, újabb kísérletet 
végeztünk. Délután 13 és éjjel 1 órakor izolált sejteket kevert humán savóval 
opszonizált zimozánnal stimuláltunk, és összehasonlítottuk a szuperoxid termelő 
képességüket. Szignifikánsan magasabb volt a sejtek szuperoxid termelése az éjjel 1 
órás minták esetében (27. ábra B), mely arra utal, hogy a neutrofil sejtek válaszkészsége 






A neutrofil granulociták Gp91phox expressziójának napi mintázata, és szuperoxid termelő képessége. 
(A) Bal panel: A Gp91phox expresszió napi ingadozást mutat. A vérmintákat 3 órás időközönként vettük 
délelőtt 10 és másnap reggel 7 óra között. Referenciaként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat mindig az 
adott donor összes mintájában mért értékek átlagára normalizáltuk (n=6, átlag  S.E.M.). A szaggatott 
vonal 24 órás periódushosszú cosinus görbe szignifikáns illeszkedését jelöli (*p<0,05, cosinor analízis, 
akrofázis: 23 óra 41 perc). Jobb panel: A Gp91phox expresszió statisztikai összehasonlítása 13 órakor és 1 
órakor izolált neutrofil granulocitákban (n=14, átlag  S.E.M., **p<0,01, egymintás t-próba). (B) A 
neutrofil granulociták szuperoxid termelő képessége magasabb éjszaka, mint nappal. A sejteket 13 órakor 
(fehér vonal) és 1 órakor (fekete vonal) izoláltuk, majd kevert humán savóval opszonizált zimozánnal 
stimuláltuk a szuperoxid termelést. Bal panel: Szuperoxid termelés a stimulust követően az idő 
függvényében (n=4). Jobb panel: Statisztikai összehasonlítás, ahol az értékeket az adott donor 13 órás 






A következőkben mértük a sejtek fagocitózis kapacitását is. Kevert humán 
savóval opszonizált, GFP-t expresszáló S. aureus-t fagocitáltattunk a sejtekkel és 
megmértük a fagocita indexet. Ez alapján is azt tapasztaltuk, hogy a sejtek több 
baktériumot képesek bekebelezni az éjszakai időpontban (28. ábra), ami szintén 




Neutrofil granulociták fagocita aktivitásának időfüggése. 
A sejteket 13 órakor és éjjel 1 órakor izoláltuk, majd kevert human savóval opszonizált, GFP-t 
expresszáló S. aureus-szal inkubáltuk együtt őket. Bal panel: Reprezentatív felvételek. Jobb panel: A 
fagocita-index statisztikai összehasonlítása. Minden minta esetében megszámoltuk, hogy 100 darab 
neutrofil granulocita összesen hány darab baktériumot kebelez be, az értékeket az adott donor 13 órás 
értékeire normalizáltuk (n=3, átlag  S.E.M., *p<0,05, egymintás  t-próba).  
 
6. táblázat  
A plazma CXCL12 szint, a neutrofil granulocita szám, valamint a különböző érési markerek esetében 
mért akrofázisok. 
Paraméter Akrofázis (óra:perc) p  
Cxcr4 expresszió 20 : 01  0,0131 
SSC 7 : 50  0,0003 
Plazma CXCL12 szint 23 : 55  0,0001 
Neutrofil granulocita szám 23 : 36 <0,0001 







Ma már egyértelműen bizonyított, hogy a cirkadián ritmus zavara növeli a 
szervezet sebezhetőségét [289], csökkenti a stressztűrő képességét, és nagy mértékben 
növeli egyes kóros állapotok kialakulásának kockázatát [290]. Ilyen betegségek például 
a diabétesz [291], az obezitás [147], az emlőrák [292], a kardiovaszkuláris rendszer 
egyes elváltozásai [293], illetve különböző pszichés zavarok [130]. Feltételezhető, hogy 
ezek kialakulását a szervezeten belüli ritmusos működések nem összehangolt volta, azaz 
az egyes szövetek időbeli működésének deszinkronizációja is elősegíti. A 
CLOCK/BMAL1 komplex számos óra által kontrollált gén kifejeződését szabályozza, 
ami az egyes sejtek szintjén a működés számos aspektusának ritmusosságát 
eredményezi [262, 294, 295]. Azonban az a kérdés, hogy az általánosan leírt negatív és 
pozitív visszacsatolásokon alapuló óramodell, aminek a működését már az SCN-ben és 
egyes perifériás szövetekben is leírták, érvényes-e a többi sejttípus esetében is, továbbá, 
hogy az egyes perifériás szövetek hogyan szinkronizálódnak, még vizsgálatra szorul.  
Számos adat támasztja alá a cirkadián szabályozás és az immunrendszer 
működése közötti kapcsolatot [159, 163, 189, 296], azonban az immunsejtekben jelen 
lévő molekuláris oszcillátorok működéséről keveset tudunk. A neutrofil granulociták a 
vérben legnagyobb arányban található leukociták, szerepük a bakteriális és gombás 
fertőzésekkel szembeni védekezésben esszenciális. Sejtfelszíni receptoraik segítségével 
felismerik és megkötik a kórokozókat és bekebelezik azokat. Az így képződött 
fagoszómákban különböző lítikus enzimek és reaktív oxigén intermedierek segítségével 
megindul a mikróbák lebontása. A neutrofil granulociták csökkent működése súlyos 
fertőzésekhez vezet [236], míg túlzott aktivitásuk különböző autoimmun [240, 241] és 
gyulladásos betegségek [242] kialakulásához járulhat hozzá. Bár a neutrofil 
granulociták válaszkészségében több tanulmány szerint is napi ritmus mutatkozik [246, 
251-253], az ennek hátterében álló mechanizmusokról keveset tudunk. Kísérleteink 
célja volt, hogy humán neutrofil granulociták cirkadián óra általi szabályozását 
vizsgáljuk. 
A neutrofil granulociták életideje a periférián igen rövid, mindössze néhány óra 
[197-199, 297]. Ebből adódóan a sejtkészlet a nap folyamán megújul. Ennek ellenére, 




órakomponensek kifejeződésének ritmusosnak kell lenniük a teljes neutrofil granulocita 
populáció szintjén is. Kísérleteink első fázisában a humán perifériás keringő neutrofil 
granulocita populáció cirkadián oszcillátorának vizsgálatát tűztük ki célul.  
Mivel az extrém korai és késői kronotípusú emberekben az óragének 
expressziójának fázisa különböző [298], a donoraink kiválasztásánál alapvető szempont 
volt, hogy napi ritmusuk szerint nagyjából egységes populációt képezzenek, ehhez 
pedig szükség volt a kronotípus meghatározására. Ehhez az általunk magyarra fordított 
és validált Munich Chronotype Quiestionnaire-t használtuk. Összehasonlítottuk a 
molekuláris óra fő komponenseinek kifejeződését ugyanazon vérmintákból szeparált 
mononukleáris sejtekben és neutrofil granulocitákban. Megállapítottuk, hogy a két 
sejtpopuláció óragén expressziós mintázata alapvetően különbözik. A mononukleáris 
sejtekben mindhárom Per mRNS-e ritmusosnak bizonyult, míg a neutrofil 
granulocitákban csak a Per1 szintje mutatott oszcillációt. Kimutattuk, hogy a neutrofil 
granulociták Per1 expresszióját in vitro kortizol kezeléssel indukálni lehet, ugyanakkor 
ez a kezelés az általunk vizsgált többi óragén kifejeződését nem befolyásolta. Amikor a 
két sejtfrakcióban az óragének kifejeződésének Bmal1 expresszióhoz viszonyított 
arányát hasonlítottuk össze, csak a Per1 mutatott hasonló mértékű kifejeződést a 
neutrofil granulocitákban és a mononukleáris sejtekben, a többi komponens aránya 
szignifikánsan alacsonyabb volt a neutrofil populációban. Mivel ezen komponensek 
kifejeződését maga a BMAL1 szabályozza, ez arra utalhat, hogy a neutrofil sejtekben 
nem olyan robusztus az óraműködés, mint a mononukleáris sejtek esetében. Emellett a 
Per1 napi ritmusa követi a plazmában mérhető kortizol koncentráció időbeli alakulását, 
így valószínűnek tűnik, hogy a neutrofil granulocita populációban a Per1 mRNS 
expressziójának ingadozását a kortizol szabályozza. Irodalmi adatok alapján a Dbp és a 
Rev-erb kifejeződése is glukokortikoid érzékeny hepatocitákban [299, 300]. Ez a két 
órakomponens pedig a neutrofil granulociták vizsgálatakor is ritmusosnak bizonyult. 
Bár kísérleteink során a sejtek kortizollal történő in vitro kezelése nem változtatta meg 
szignifikáns mértékben ezen két mRNS mennyiségét, elképzelhető, hogy hosszabb 
időtartamú kezelés hatására változna az expressziójuk, valamint, hogy in vivo indirekt 
módon a glukokortikoidok befolyásolják a kifejeződésüket.  
Az mRNS szintekben tapasztalható különbségeken kívül, a neutrofil 




mononukleáris sejtekhez viszonyítva. Emellett csak a hipofoszforilált BMAL1 forma 
volt kimutatható a neutrofil populációban, de ennek a szintjében sem tapasztaltunk napi 
ritmust. Immuncitokémiai vizsgálataink eredménye szerint a fehérje szignifikánsan 
alacsonyabb mennyiségben van jelen a neutrofil granulociták sejtmagjában, mint a többi 
leukocita esetében. Mivel a BMAL1 transzkripciós faktor aktivitásához elengedhetetlen 
a sejtmagba történő áthelyeződése és foszforilációja [52, 53], ezek az eredményeink is 
arra utalnak, hogy a molekuláris oszcillátor nem működik hatékonyan a perifériás vér 
keringő neutrofil sejtjeiben. Az, hogy a neutrofil sejtekben miért marad el a BMAL1 
foszforilációja, egyelőre nem ismert. A BMAL1-et foszforiláló GSK3 kifejeződik a 
sejtekben [301], azonban azt nem tudjuk, hogy a többi sejthez képest milyen mértékű ez 
az expresszió. Ugyanakkor microarray adatok arra utalnak, hogy mind a CK2, mind a 
GSK3 expressziója jelentősen alacsonyabb neutrofil granulocitákban, mint 
monocitákban. Így elképzelhető, hogy az enzimek csökkent kifejeződése és/vagy 
aktivitása vezet a BMAL1 fehérje csökkent foszforilációjához ezekben a sejtekben. 
Mivel más hemopoetikus eredetű sejtekben, mint a makrofágok, eozinofil 
granulociták, T- és B-limfociták, dendritikus sejtek, NK sejtek és monociták, igazoltan 
működik a molekuláris óra [167-175], feltételeztük, hogy a mononukleáris sejtekkel 
való összehasonlításkor tapasztalt különbségek a molekuláris oszcillátor működésében 
abból adódnak, hogy a neutrofil sejtek fejlődése és differenciációja során az 
óraműködés downregulálódik. Így a következő kísérleteink során megvizsgáltuk, hogy a 
PLB-985 akut mieloid leukémia sejtek neutrofil granulocita-szerű sejtté való 
differenciációja alatt hogyan változik az egyes órakomponensek kifejeződése. 
Eredményeink szerint a molekuláris oszcillátor módosuláson megy keresztül a sejtek 
differenciálódása során, a negatív faktor Per1 és Per2 expresszió aránya lecsökken a 
pozitív faktor Bmal1-hez képest. A PER2 mennyiségének csökkenését fehérje szinten is 
kimutattuk. Ennek alapján elképzelhető, hogy a perifériás neutrofil granulocitákban 
detektált alacsony Per/Bmal1 arányért a sejtek differenciációja alatt a molekuláris óra 
működésében bekövetkezett változások tehetőek felelőssé. Bár a cirkadián működés 
hiányát egér testis és thymus vizsgálata kapcsán már más differenciálódó szövetben is 
megfigyelték [302, 303], előfordulhat, hogy differenciálódó sejtekben a molekuláris 
oszcillátor működése felfüggesztett. A neutrofil granulociták is gyors átalakuláson 




magvú preapoptotikus sejtekké alakulnak. Hogy e folyamat közben, vagy még a 
csontvelői érés során következik-e be a robusztus molekuláris oszcilláció megszűnése, 
ezt egyelőre nem tudjuk. Érdekes kérdés az is, hogy mi lehet az expresszálódó 
órakomponensek szerepe ezekben a sejtekben, melyekből a klasszikus működésű 
molekuláris oszcillátor hiányzik, vagy működése felfüggesztett. Természetesen a 
sejtvonalon történő vizsgálatoknak vannak limitációi. Mivel az óraműködés és a 
sejtciklus működése szorosan kapcsolt, előfordulhat, hogy az órakomponensek 
kifejeződése különböző a primer sejtekben mérhetőhöz képest. Mi kísérleteink során az 
óragének- és fehérjék arányát hasonlítottuk össze a sejtek neutrofil irányú 
differenciációja kezdetén és végén, így eredményeink a sejtvonal használatának 
limitációitól függetlenül arra utalnak, hogy a differenciáció maga megváltoztatja a 
sejtekben az óraműködést. 
 A molekuláris oszcillátorra vonatkozó eredményeink alapján feltételeztük, hogy 
inkább szisztémás hatások lehetnek felelősek a neutrofil granulociták működésében 
korábban leírt ritmikus változásokért, nem pedig a sejtekben működő cirkadián óra. 
Hasonlóan a Casanova-Acebes és munkatársai által egér modellen leírt eredményekhez 
[179], a humán perifériás neutrofil granulocita populációban is megfigyelhető a sejtek 
kor szerinti eloszlásának napi ingadozása. Mivel a sejtek válaszkészségét befolyásoló 
komponensek kifejeződése erősen függ a sejtek érettségi stádiumától [258, 260], a fiatal 
és idős sejtek arányának változása is hozzájárulhat a neutrofil granulociták ritmusos 
működéséhez. Ilyen komponensek lehetnek a patogének felismeréséhez szükséges 
receptorok, vagy a migrációs folyamatban részt vevő adhéziós molekulák, illetve olyan 
faktorok is, melyek a citoszkeleton átrendeződéséhez szükségesek a patogének 
bekebelezése során. Eredményeink szerint a neutrofil sejtek érésének egyik markere 
[179, 286], a kemokin receptor Cxcr4 szintje ritmikus ingadozást mutat a perifériás 
neutrofil granulocita populációban. Ez a receptor amellett, hogy a neutrofil granulociták 
trafficking-jének szabályozója a csontvelő és a keringés között, szerepet játszik a sejtek 
szövetek közé vándorlásában is gyulladás során [304, 305]. Így expressziójának napi 
ingadozása szintén hozzájárulhat a neutrofil sejtek válaszkészségének ritmusához. Egér 
neutrofil granulociták esetében a progenitor sejtek csontvelőből történő kiáramlása és az 
érett sejtek homing-ja is ritmusos, és ezzel szinkron módon ingadozik a csontvelői 




munkánk során kimutattuk, hogy a CXCL12 koncentrációja a vérplazmában napi 
ritmust követ. Mivel ez a kemokin az egyik fő szabályozója a neutrofilek csontvelőből 
való kiárámlásának és alapvető forrását a csontvelői sztrómasejtek jelentik [288], ez a 
napi ingadozás ritmikus csontvelői működésre utal, mely így emberben is szabályozója 
lehet a neutrofil granulociták ritmusos közlekedésének a csontvelő és a keringés között. 
Összefoglalva elmondhatjuk, hogy vizsgálati eredményeink és az irodalmi adatok 
egyaránt arra utalnak, hogy a csontvelő ritmikus működése alapvetően meghatározó a 
humán perifériás neutrofil granulocita készlet összetételének szabályozásában. 
Emellett más óra által kontrollált szisztémás hatások is hozzájárulhatnak a 
neutrofil sejtek ritmusos vándorlásához. Ilyenek lehetnek például az adrenerg 
receptorokon keresztül ható szignálok. Ezek egyrészt napszakfüggő leukocita migrációt 
idéznek elő azáltal, hogy a csontvelői és izom kiserekben adhéziós molekulák ritmikus 
kifejeződését irányítják [177]. Másrészt az adrenerg receptorok szerepét már a neutrofil 
granulociták funkcióinak szabályozásában is kimutatták. A sejtek mind  mind -
ardenerg receptorokat kifejeznek. Egy nemrég megjelent tanulmány szerint pedig in 
vitro a sejtek fMLP indukált migrációs készségét, CD11b/CD18 expresszióját és ROS 
termelését is csökkenti a sejtek adrenalinnal, noradrenalinnal és isoprenalinnal történő 
kezelése. Emellett az adrenalin az fMLP stimulusra várható sejtmorfológiai változások 
kialakulását is gátolja [306]. Ezek alapján elképzelhető, hogy a szimpatikus 
idegrendszer aktivitása, és annak napi ingadozása in vivo direkt módon is befolyásolja a 
neutrofil granulociták működését és migrációját, ebben pedig szerepe lehet akár a 
kortizol adrenerg receptorokra kifejtett permisszív hatásának is. 
A sejtek ritmusos migrációjával párhuzamosan a neutrofil granulociták száma is 
napi ingadozást mutat a vérben, melynek maximuma az esti/éjszakai időszakra esik (26. 
ábra, [160, 247, 248]). Fontos hangsúlyozni, hogy kísérleteink során a keringő neutrofil 
granulocita populációt vizsgáltuk. Emiatt előfordulhat, hogy az endotélhez kitapadt 
sejtek, illetve a különböző szervekben található marginációs neutrofil populáció 
arányának napi ingadozása is hozzájárul a sejtszám napi oszcillációjához. Azt, hogy a 
leukocita szám ingadozásának mi lehet az élettani jelentősége, egyelőre nem tudjuk. 
Ismert azonban, hogy az érett sejtek visszavándorlása a csontvelőbe jelként szolgál a 
fiatal sejtek keringésbe történő kilépéséhez, így a keringő sejtkészlet megújításához. 




fázisra tehető), a szövetekben rezidens sejtek cseréjét szolgálhatja, mely az aktív 
fázisban előnyösebb lehet. Ugyanakkor a leukocita szám maximuma mellett számos 
egyéb immunológiai paraméter napszaki ingadozása is az inaktív fázisban mutat 
magasabb értékeket. Ilyenek például a különböző gyulladásos citokinek (IL-6, TNF, 
IL-1) és receptoraik szintje. Ezzel összhangban az antiinflammatorikus IL-4 és IL-10 
maximuma az aktív fázisra tehető. Elképzelhető, hogy mindez azért előnyös, mert így 
az aktív időszakban a gyulladásos folyamatok és az ezzel kapcsolt szöveti sérülések 
minimalizálhatóak, ez pedig kevésbé zavarja az élőlény aktivitását. Az immunrendszer 
és a központi idegrendszer működése közötti visszacsatolás is ezt támaszthatja alá, 
ugyanis a gyulladásos citokinek visszahatnak az alvásközpontra, „altató” hatásúak.  
Korábbról ismert [251-253], hogy a neutrofil granulociták szuperoxid termelő 
képessége napi ingadozást mutat. Vizsgálataink során megmutattuk, hogy a NADPH 
oxidáz Gp91phox alegységének expressziója ritmusos a humán perifériás neutrofil 
sejtpopulációban, valamint, hogy ezzel összhangban a sejtek szuperoxid termelő 
képessége is változik. Mivel a Gp91phox transzkripciója a neutrofil granulociták 
differenciálódása és érése során növekszik (19. ábra, [258]), az éjszakai magas és a 
napközbeni alacsonyabb Gp91phox kifejeződés szintén összefügghet a sejtkészlet kor 
szerinti eloszlásának változásával. A szuperoxid termelő képesség változása mellett a 
sejtek fagocitózis kapacitásában is jelentős növekedést tapasztaltunk az éjszakai 
időszakban. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy élesztő sejtek bekebelezésekor 
humán neutrofil granulociták fagocitózis hatékonysága alacsony amlitúdójú napi 
ingadozást mutat, melynek maximuma az éjszakai időszakban mérhető [246]. 
Kísérleteinkben Staphylococcus aureus-t használva több mint ötszörös különbséget 
tapasztaltunk a nappali és éjszakai fagocitózis készség összehasonlításakor. Ez a 
különbség arra utal, hogy az óra fagocitózis készségre gyakorolt hatása erősen függhet a 
mikroorganizmus típusától. A humán neutrofil granulociták számában és a sejtek 
válaszkészségében tapasztalható napi ingadozások alapján azt feltételezhetjük, hogy 
szervezeti szinten a neutrofil granulocita populáció leghatékonyabb működése inkább az 
esti/éjszakai időszakban várható. 
 Összefoglalásképpen megállapíthatjuk, hogy humán perifériás neutrofil 
granulociták molekuláris órája nem működik robusztusan. Vizsgálataink arra utalnak, 




bekövetkező ingadozások a sejtkészlet kor szerinti megoszlásában tapasztalható 
oszcilláció következményei lehetnek. Eredményeink alapján a következő modellt 
állítottuk fel a perifériás neutrofil granulocita populáció cirkadián szabályozásáról (29. 
ábra). A reggeli, illetve a nap első felében mérhető alacsony CXCL12 szekréció a fiatal 
neutrofil granulocita alakok mobilizációját idézi elő a csontvelőből. A keringésben a 
sejtek érésen mennek keresztül, aminek során növekszik a Cxcr4 és további érési 
markerek (pl. Gp91phox) kifejeződése. Feltételezhetően a Cxcr4 RNS expressziójának 
maximumát 1-2 órás késéssel követi a fehérje szintjének maximuma, bár mi ezt 
kísérleteink során nem vizsgáltuk. Így valószínűleg a CXCR4, a CXCL12 és a sejtszám 
egymással párhuzamosan változik.  Azaz az éjszaka második felében tapasztalható 
CXCR4 szint csökkenés az idős sejtek csontvelőbe áramlását jelezheti, amivel 
párhuzamosan csökken a perifériás sejtszám is. Az, hogy a CXCL12 szekréció napi 
ingadozása a csontvelői sztrómasejtek óraműködésének következménye és/vagy 
szisztémás mechanizmusok (pl. adrenerg hatások) hozzák létre, még vizsgálatra szorul. 
Casanova-Acebes és munkatársai egéren végzett vizsgálatok során kimutatták, hogy a 
csontvelőbe visszavándorolt érett neutrofil sejteket bekebelező makrofágok olyan 
szignálokat generálnak, melyek gátolják a retikuláris sejtek CXCL12 szekrécióját, ez 
pedig elősegíti a progenitor sejtek kilépését a perifériára [179]. A CXCL12-vel 
ellentétes hatású a csontvelői endotélsejtek és megakariociták által termelt CXCL2, 
mely a neutrofilek keringésbe történő kilépését serkenti [307, 308]. Érdemes lenne azt is 
vizsgálni, hogy a CXCL2 és receptorának a CXCR2-nek a kölcsönhatása is hozzájárul-e 
a perifériás neutrofil granulocita populáció korbeli összetételének szabályozásához. 
Pena és munkatársai patkányon végzett kísérleteik során kimutatták, hogy a melatonin 
serkenti a neutrofil sejtek kemotaxisát [309]. Ennek alapján elképzelhető, hogy az 
éjszaka megnövekedett melatonin szint szintén hozzájárulhat a fiatal neutrofil alakok 
csontvelőből történő mobilizációjához. Ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a lép 
és a máj szintén fontos szerepet töltenek be a neutrofil sejtek eliminációjában, így ezen 
szervek ritmusos működése is befolyásolhatja a perifériás neutrofil granulocita 







A humán perifériás neutrofil granulocita populáció kor szerinti ingadozása a nap folyamán. 
A nap első felében mérhető alacsony csontvelői CXCL12 szekréció a fiatal neutrofil granulocita alakok 
mobilizációját idézi elő a csontvelőből, ebben az időszakban a Cxcr4 expresszió alacsony a sejtekben. A 
keringésben a neutrofil granulociták érésen mennek keresztül, aminek során növekszik a Cxcr4 
kifejeződése. Az érett sejtek arányának növekedését a sejtek keringésből történő intenzív eliminációja 
követi, melyben az ebben az időszakban a megnövekedett csontvelői CXCL12 szekréció lehet 
meghatározó. Ily módon a ritmusos csontvelői működés a perifériás neutrofil granulocita populáció kor 






 Dolgozatomban a humán neutrofil granulociták cirkadián óra általi 
szabályozottságával kapcsolatos eredményeinket ismertettem. Vizsgálataink alapján az 
alábbi következtetéseket vonhatjuk le: 
 
1. Az általunk magyarra fordított MCTQ kérdőív validálása sikeres volt így a 
kérdőív további vizsgálatokban is felhasználható. 
2. A neutrofil granulociták és mononukleáris sejtek óragén expressziós mintázata 
alapvető módon különbözik. 
3. Neutrofil granulocitákban a Bmal1 expresszióhoz viszonyított Per2, Per3, Dbp 
és Rev-erb szintek alacsonyabbak, mint mononukleáris sejtekben. 
4. A neutrofil granulocitákban a PER2, valamint a BMAL1 fehérjék kifejeződése is 
alacsonyabb, mint mononukleáris sejtekben. 
5. Neutrofil granulocitákban a BMAL1 kifejeződése nem ritmusos, a fehérje 
hipofoszforilált formában van jelen és alacsonyabb sejtmagi megjelenést mutat, 
mint limfocitákban vagy monocitákban. 
6. PLB-985 sejtek neutrofil granulocita irányú differenciálódása alatt a molekuláris 
oszcillátor működése megváltozik, a negatív faktor PER2 kifejeződése csökken. 
7. Neutrofil granulociták Per1 expressziója a sejtek kortizollal való kezelésével in 
vitro indukálható. In vivo a Per1 RNS szintek a plazma kortizol koncentráció 
napi ingadozásával szinkron oszcillációt mutatnak. 
8. A perifériás neutrofil granulocita populáció kor szerinti összetétele ingadozik a 
nap folyamán: az esti/éjszakai időszakban magasabb az idősebb sejtek aránya. 
9. Neutrofil granulociták két effektor reakciója, az opszonizált zimozán stimulusra 
bekövetkező szuperoxid termelő képesség, valamint az opszonizált 
Staphylococcus aureus fagocitózis is hatékonyabb abban az időszakban, amikor 





A cirkadián ritmus a környezeti tényezők ciklusos napi változásaihoz igazítja az 
életműködéseket, így segíti a szervezet környezethez való alkalmazkodását. A ritmust a 
sejtekben működő molekuláris oszcillátorok hozzák létre, melyek működési alapja egy 
transzkripciós/transzlációs visszacsatolási rendszer. Számos adat utal az immunrendszer 
cirkadián óra általi szabályozottságára. Bár a neutrofil granulociták a legnagyobb 
arányban jelen lévő leukociták a keringésben, és számos neutrofil sejtekhez köthető 
immunválasznak írták már le napi ingadozását, az ennek létrehozásáért felelős 
mechanizmust még nem ismerjük. A sejtek ritmusos működésének megértése alapvető 
fontosságú a különböző gyulladásos folyamatok patomechanizmusának 
megismeréséhez és megfelelő kronoterápia tervezéséhez. 
Vizsgálataink során különböző óragén expressziós mintázatot találtunk 
mononukleáris sejtekben és neutrofil granulocitákban. Neutrofil sejtekben jelentősen 
alacsonyabb az órakomponensek kifejeződése és a BMAL1 fehérje sejtmagi 
megjelenése, mint más leukocitákban. Mindez arra utal, hogy a molekuláris óra 
működése nem robusztus ezekben a sejtekben. A Per1 expresszió neutrofil 
granulocitákban kortizollal indukálható in vitro, in vivo pedig szinkron fluktuációt mutat 
a plazma kortizol koncentráció napi ingadozásával. A PLB-985 sejtek neutrofil 
granulocita irányba történő differenciálódása alatt a molekuláris oszcillátor működése 
megváltozik, a negatív faktor PER2 kifejeződése csökken. Megfigyeltük, hogy a 
perifériás neutrofil granulocita populáció kor szerinti megoszlása napi ingadozást mutat. 
A sejtekben ritmusos a kemokin receptor és egyben érési marker Cxcr4 kifejeződése. A 
CXCR4 ligandumának, a CXCL12-nek, mely a csontvelőből történő sejtmobilizáció 
egyik fő szabályozója, a plazmában mérhető koncentrációja a receptor expressziójával 
szinkron változik. A neutrofil populációban ritmusos a NADPH oxidáz Gp91phox 
alegységének kifejeződése, és ezzel összhangban éjszaka magasabb a sejtek opszonizált 
zimozánnal kiváltható szuperoxid termelése. Ehhez hasonlóan az éjszaka izolált sejtek 
opszonizált Staphylococcus aureus-ra adott fagocitózis válasza is jóval erősebb, mint a 
napközben izolált sejteké.  
Eredményeink arra utalnak, hogy nem a sejtek saját órájának működése, hanem 
a perifériás neutrofil granulocita populáció korbeli összetételének oszcillációja a 





The circadian time-keeping system enables the organism to anticipate rhythmic 
environmental changes and therefore is a crucial factor of adaptation. The endogenous 
rhythm is generated at the cellular level by a mechanism based on the action of 
interconnected transcription/translation feedback loops. Significant interconnections 
between circadian regulation and the immune system are underscored by both 
experimental and clinical data. Although neutrophils are the most abundant leukocytes 
in human blood, and several immune responses linked to neutrophil functions have been 
described to be rhythmic, relatively few data are available about the impact of the 
circadian clock on the regulation of neutrophil functions. Characterization of the time-
of-day-specific control of neutrophil responsiveness could help to better understand the 
pathomechanism of inflammatory responses and design effective chronotherapy.   
We found that the expression pattern and ratio of core clock components in 
human neutrophils characteristically differs from that in mononuclear cells. Both the 
low expression and the reduced nuclear accumulation of the essential clock protein 
BMAL1 suggest that the molecular oscillator is down-regulated in neutrophils. Our data 
show that Per1 expression in the cells is affected by cortisol in vitro, and the phase of 
Per1 oscillation is in synchrony with in vivo changes of the plasma cortisol levels. In 
addition, during differentiation of PLB-985 cells into neutrophil-like cells, the 
molecular oscillator undergoes a significant modification, and the level of the negative 
factor PER2 decrease. We found that the distribution of young and aged cells within the 
peripheral neutrophil pool displays a daily rhythm. The expression of the maturation 
marker Cxcr4 and morphological attributes showed clear daily oscillation. In addition, 
in the plasma level of the CXCR4 ligand CXCL12, an important regulator of cell 
trafficking within the bone marrow, synchronous fluctuations were detected. Expression 
of another maturation marker, the Gp91phox subunit of the superoxide generating 
NADPH oxidase, and parallelly, the superoxide producing capacity of neutrophils were 
also dependent on the time of the day. In line with this, number of opsonized 
Staphylococcus aureus engulfed by neutrophils was also higher at night, when more 
aged cells are available in the circulation.  
We suggest that changes in age composition of the neutrophil pool rather than 
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